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SOMMAIRE 
La chromatine est une structure composée d'ADN et de protéines, principalement des 
histones, permettant la compaction du génome à l'intérieur du noyau des cellules eucaryotes. 
Cette compaction de l'ADN, bien qu'essentielle, représente dans un même temps une barrière 
à plusieurs processus cellulaires exigeant un accès à l'ADN, dont la transcription génique. 
L'échange d'histones canoniques par des variants d'histones, tel H2A.Z, est un des moyens 
utilisés par les cellules pour reconfigurer la chromatine, et ainsi contrôler l'expression des 
gènes. 
Connaître les interactions protéiques de H2A.Z est donc une façon de mieux comprendre cette 
histone, mais également les mécanismes de transcription génique. Dans ce but, nous avons 
utilisé et optimisé une méthode basée sur une purification par affinité en tandem de protéines 
complexées à H2A.Z sur la chromatine, chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Les 
partenaires protéiques de H2A.Z isolés de cette façon ont par la suite pu être identifiés à l'aide 
de la spectrométrie dé masse, et c'est ainsi que la protéine Hsm3 a été relevée. 
La protéine Hsm3 était déjà connue comme étant importante pour la réparation des bases mal 
appariées, ainsi que comme chaperonne dans l'assemblage de la base de la sous-unité 19S du 
protéasome, mais aucun rôle en transcription ne lui était jusqu'à présent associé. Nous avons 
tenté de mieux caractériser cette protéine en construisant une souche de levure n'exprimant 
plus le gène HSM3, puis en faisant des essais de croissance avec cette souche sur différents 
milieux. Ceci nous a permis de constater que Hsm3 est importante pour la croissance des 
cellules sur un milieu contenant de la caféine. À l'aide d'autres immunoprécipitations, nous 
avons par la suite pu confirmer l'interaction de cette protéine avec les histones H2A et H2A.Z 
sur la chromatine. Des essais d'expression ont finalement démontré la nécessité de Hsm3 pour 
l'induction de l'expression des gènes INOl, SUC2, GALl et GAL10, mais seulement sous 
certaines conditions de croissance. 
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Puisque cette protéine était déjà connue en tant que chaperonne du protéasome, nous avons 
vérifié si les phénotypes associés à la suppression de Hsm3 provenaient seulement d'un retard 
dans l'assemblage de ce complexe. Pour ce faire, nous avons comparé les effets de 
l'inactivation du protéasome à une suppression de Hsm3 sur l'induction de l'expression des 
gènes, mais nos résultats ne nous ont pas permis de confirmer ni d'infirmer cette hypothèse. 
En conclusion, la protéine Hsm3 interagit directement avec la chromatine, et est impliquée 
dans certains mécanismes de transcription génique, cette implication étant fortement 
dépendante des conditions de croissance utilisées. 
Mots-clés : H2A.Z, Hsm3, Saccharomyces cerevisiae, transcription, expression, gène, 
histone 
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1.1 La transcription génique 
Toutes les cellules d'un organisme multicellulaire possèdent un bagage génétique identique (à 
quelques exceptions près), leur dissemblance étant plutôt due à une régulation distincte de 
l'expression de leurs gènes, particulière à chaque type cellulaire. Le contrôle de cette 
expression, et donc de la transcription génique, se doit d'être strict et spécifique, sans quoi la 
survie, le développement et le bon fonctionnement de ces cellules ne seraient possibles. 
Plusieurs moyens ont donc été mis en place par l'évolution pour utiliser de façon optimale le 
matériel génétique, et ce, en fonction de l'environnement des cellules. 
La transcription génique est un mécanisme par lequel, à partir d'une séquence d'ADN, un brin 
complémentaire d'ARN est créé. Ce processus est catalysé par des enzymes nommées ARN 
polymérases. Chez les eucaryotes, si le gène transcrit code pour une protéine (gène de classe 
II), c'est l'ARN polymérase II, un complexe composé de douze sous-unités, qui est 
responsable de transcrire cet ADN en ARN messager. Le niveau de transcription est contrôlé, 
entre autres, par des facteurs de transcription qui reconnaissent et lient de façon spécifique des 
séquences d'ADN régulatrices. Ces séquences, situées aux promoteurs des gènes, sont 
reconnues par des facteurs de transcription de base, qui recrutent l'ARN polymérase, et ainsi 
initient la transcription. Plus précisément, les régions promotrices contiennent des séquences 
conservées, dont l'une des plus connues est la boîte TATA. La protéine TBP (TATA binding 
protein), faisant elle-même généralement partie du facteur de transcription TFIID, est connue 
pour s'y lier. Mis à part ce dernier, cinq autres facteurs généraux de transcription (les GTFs), 
tous nommés TF1I (transcription factor, class II genes) suivi d'une lettre particulière (TFIIA, 
TFDB, TFIIE, TFIIF et TFIIH), l'ARN polymérase, ainsi que le complexe Médiateur, peuvent 
se combiner au promoteur pour former le complexe de pré-élongation (PEC) et ce, peu 
importe si le promoteur contient ou non une boîte TATA. Cependant, seul un niveau modéré 
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de transcription est activé par le PEC seul. C'est pourquoi d'autres protéines, nommées 
activateurs ou répresseurs, parfois également associées à des co-activateurs ou des co-
répresseurs, participent au contrôle du niveau de transcription. 
Le Médiateur est un complexe généralement composé de 26 sous-unités, mais qui peut 
toutefois avoir une structure et une composition distinctes selon le promoteur auquel il est lié 
(Meyer et al., 2010; Taatjes, 2010). Il participe au recrutement et à la stabilité de l'ARN 
polymérase II (Baek et al., 2006; Cantin et al., 2003), mais peut aussi, à l'inverse, bloquer 
l'assemblage de l'ARN polymérase II et inhiber la transcription en se liant à CDK8, un sous-
module pouvant se lier de façon réversible au Médiateur (Knuesel et al., 2009; Taatjes et al., 
2002). Bien qu'il participe au maintien d'une transcription basale et ce, indépendamment des 
activateurs (Baek et al., 2002; Mittler et al., 2001), le Médiateur agit également comme co-
activateur, puisqu'il peut être recruté par des activateurs à différents sites de régulation, de 
façon gène-spécifique (Chen et al., 2006; Yang et al., 2006). Par exemple, il a récemment été 
démontré que la cohésine interagit avec le Médiateur aux amplificateurs et promoteurs de 
certains gènes actifs dans des cellules souches embryonnaires, et que ces complexes 
contribuent au recouvrement entre l'amplificateur et le promoteur de ces gènes, contrôlant 
ainsi leur expression (Kagey et al., 2010). De plus, le Médiateur joue un rôle tant dans les 
événements pré que post-initiation, puisque le sous-module CDK8 semble aussi assister la 
régulation de l'élongation et la phosphorylation du CTD (domaine C-terminal, ou carboxy-
terminal), une extension annexée à la section C-terminale de l'ARN polymérase II (Donner et 
al., 2010). 
De plus, certains facteurs de transcription peuvent lier d'autres séquences régulatrices, les 
amplificateurs et les silenceurs, ceux-ci pouvant être situés à des milliers de paires de bases du 
gène, tant en amont qu'en aval. Alors que les promoteurs permettent d'initier un faible niveau 
de transcription et de déterminer le site d'initiation de la transcription, les amplificateurs 
servent à augmenter l'amplitude de la transcription, les silenceurs à la diminuer, ces deux 
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dernières catégories de séquences d'ADN rendant ainsi l'expression des gènes spécifique aux 
conditions cellulaires (Lee and Young, 2000; Naar et al., 2001; Venters and Pugh, 2009). 
1.2 La chromatine 
Les cellules eucaryotes possèdent une importante quantité de matériel génétique qui doit être 
retenue dans l'espace restreint de leur noyau (Timmermann et al., 2001). Les cellules 
humaines, par exemple, parviennent à compresser 2 m d'ADN dans un noyau d'environ 
15 |am. Pour ce faire, plusieurs niveaux de compaction du génome sont requis, le premier étant 
l'enroulement de l'ADN autour de protéines nommées histones, et configurées en une fibre de 
chromatine de 30 nm de diamètre (figure 1). La conformation exacte que prend cette fibre est 
encore débattue, certains proposant une structure en solénoïde, alors que d'autres suggèrent 
plutôt une forme d'hélice en zigzag (Bradbury, 2002). D est par contre bien accepté qu'elle 
adopte une structure super-enroulée, grâce à des interactions entre fibres de chromatine sur de 
longues distances, ainsi qu'à diverses protéines non-histones, ce qui permet un niveau de 
compaction encore plus élevé. 
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Figure 1. Représentation des différents niveaux de compaction de la chromatine (tiré et 
modifié de Saladin, 1998). 
Cette compaction varie selon les conditions de la cellule et la région chromosomique. En effet, 
la fibre de chromatine se compresse de façon maximale au cours de la métaphase, moment où 
les chromosomes se condensent à l'équateur de la cellule. De plus, les régions d'euchromatine 
sont dans un état moins condensé et sont plus actives au niveau transcriptionnel que les zones 
d'hétérochromatine (Moazed, 2001). Ces dernières, principalement retrouvées aux 
centromères et aux télomères, possèdent des histones hypoacétylées et hyperméthylées 
(H3K9me), ce qui permet le recrutement de divers facteurs, dont des protéines de la famille 
HPl (Grewal and Jia, 2007; Jenuwein and Allis, 2001 ; Rusche et al., 2003). En plus d'avoir un 
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rôle au niveau de la régulation de l'expression des gènes, l'hétérochromatine est essentielle à 
la stabilité des génomes, à la différentiation cellulaire, et au silencing transcriptionnel et 
posttranscriptionnel des éléments d'ADN répétitifs (Grewal and Jia, 2007). 
La chromatine est caractérisée par une répétition de nucléosomes, complexes protéiques 
agencés en une structure en « collier de perles », et autour desquels s'enroulent -147 paires de 
bases, ou -1,65 tour d'ADN (figure 2) (Luger et al., 1997; Olins and Olins, 1974; Woodcock 
et al., 1976). Les nucléosomes sont constitués d'un octamère d'histones comprenant deux 
dimères H2A-H2B et un tétramère 2[H3-H4], et sont espacés d'environ 165 paires de bases 
chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Des histones de liaison, ou histones Hl, sont 
associées à l'ADN de liaison situé entre chaque nucléosome. Elles scellent l'ADN à son site 
d'entrée/sortie du nucléosome, et stabilisent ainsi la position du nucléosome et la 
conformation de la chromatine (Allan et al., 1980; Noll and Kornberg, 1977; Zhou et al., 
1998). D'autres protéines non-histones peuvent également se retrouver sur l'ADN, et aider à 
définir la structure et la fonction de la chromatine associée (Adkins et al., 2004). 
Figure 2. Représentation schématique d'un nucléosome (tiré et modifié de Wheeler, 
2007). 
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1.3 Modifications de La chromatine 
En plus d'être essentielle pour la compaction du génome, la présence de la chromatine permet 
de garder le contrôle sur plusieurs processus cellulaires exigeant un accès à l'ADN, comme la 
transcription génique, la recombinaison, la réparation ou la réplication de l'ADN (Luger et al., 
1997). Pour permettre l'accès, par exemple, de la machinerie transcriptionnelle et des 
régulateurs de la transcription à l'ADN, et par conséquent, un contrôle de l'expression des 
gènes, la chromatine doit être reconfigurée. Plusieurs mécanismes ont donc été développés par 
les cellules eucaryotes pour modifier les propriétés de la chromatine, dans le but d'activer ou 
de réprimer la transcription en réponse aux conditions de la cellule. Ceux-ci comprennent 
l'ajout de modifications post-traductionnelles sur les histones, le remodelage de la chromatine 
par des complexes dépendants de l'ATP (adénosine triphosphate), la restructuration de la 
chromatine par des ARNnc (non codants), ainsi que l'échange d'histones canoniques par des 
variants d'histone. Ces processus sont davantage détaillés ci-après. 
1.3.1 Modifications post-traductionnelles des histones 
Les histones sont de petites protéines (11-22 kDa) basiques très conservées à travers les 
espèces, possédant un domaine globulaire histone-fold, composé de trois hélices a, et bordé 
par des domaines N-terminal (amino-terminal) et C-terminal (carboxy-terminal) (Luger et al., 
1997; McGhee and Felsenfeld, 1980). Des modifications post-traductionnelles sont retrouvées 
sur ces extrémités, principalement au niveau des queues N-terminales (Berger, 2002; Strahl 
and Allis, 2000). En effet, celles-ci émergent à l'extérieur de la structure globulaire du 
nucléosome, permettant leur accès aux complexes responsables de ces modifications. 
Jusqu'à maintenant, huit types de modifications post-traductionnelles ont été retrouvés 
présents sur les extrémités des histones, la majorité ayant été observés comme étant des 
marques dynamiques et réversibles : la méthylation, l'acétylation, la phosphorylation, 
l'ubiquitination, la déimination, la sumoylation, l'ADP-ribosylation et l'isomérisation des 
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pralines. Plusieurs enzymes ont déjà été identifiées comme étant responsables de ces 
modifications. Leur présence peut entraîner une altération des interactions des nucléosomes 
avec d'autres complexes protéiques, et un changement dans l'accessibilité de l'ADN pour 
divers processus cellulaires, comme la transcription, la réparation, la réplication et la 
condensation de l'ADN (Cheung et al., 2000; Geiman and Robertson, 2002; Irvine et al., 
2002; Nacheva et al., 1989; Peterson and Laniel, 2004). 
Les principales modifications retrouvées sur les queues d'histone sont l'acétylation et la 
méthylation. Chez la levure, les lysines 4, 36 et 79 sur l'histone H3, et la lysine 20 sur 
l'histone H4 peuvent être mono-, di- ou triméthylées, et la déposition de cette marque est 
principalement couplée à la transcription (Garcia et al., 2007; Millar and Grunstein, 2006). 
L'activité antagoniste des complexes histone méthyltransférases (HMTs) et histone 
déméthylases (HDMs) contrôle l'ajout ou le retrait de ces groupements méthyles (Kouzarides, 
2007). En ce qui concerne l'acétylation, différents complexes histone acétyltransférases 
(HATs) et histone déacétylases (HDACs) ont également été identifiés comme régulateurs de 
cette modification sur certaines lysines des histones H2A, H3 et H4. 
Plus de 60 sites de modification post-traductionnelle sur les histones ont été identifiés jusqu'à 
présent, mais étant donné le nombre de nouveaux sites de modification trouvés chaque année, 
ce chiffre ne représente probablement qu'une fraction de tous les résidus d'histones pouvant 
réellement être modifiés. Puisqu'une immense variété de combinaisons de modifications post-
traductionnelles est possible, un « code d'histone » a été proposé, suggérant que chaque 
combinaison entraîne ou inhibe le recrutement à la chromatine de protéines spécifiques 
(Jenuwein and Allis, 2001; Lee et al., 2010; Turner, 2000, 2002). Ces dernières peuvent à leur 
tour recruter d'autres protéines (par exemple, des complexes de remodelage de la chromatine 
dépendants de l'ATP), entraîner d'autres modifications sur le même ou sur un autre 
nucléosome, ou modifier la structure de la chromatine (Fillingham and Greenblatt, 2008; 
Jenuwein and Allis, 2001; Klose and Zhang, 2007). Ce système est en plus davantage 
complexifié par l'existence de deux niveaux de lecture du code d'histone, l'un à long et l'autre 
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à court terme (Turner, 2007). En effet, certaines modifications sont conservées au cours des 
divisions cellulaires, et font donc partie de la mémoire épigénétique des cellules (Fischle et al., 
2005; Hake and Allis, 2006; Heard, 2005; Mateescu et al., 2004; Peters et al., 2003). D'autres, 
au contraire, sont acquises ou retirées de façon rapide et réversible en réponse aux 
changements dans la cellule, permettant ainsi un contrôle approprié des fonctions cellulaires 
reliées à l'ADN, comme la transcription génique (Cheung et al., 2000; Hazzalin and 
Mahadevan, 2005; Irvine et al., 2002; Klose and Zhang, 2007; Metivier et al., 2003; 
Nightingale et al., 2006). 
1.3.2 Complexes dépendants de l'ATP 
De façon générale, les nucléosomes doivent être reconfigurés lors de processus cellulaires 
exigeant un accès à l'ADN, comme la réparation, la recombinaison et la transcription. D existe 
donc des complexes capables d'utiliser l'énergie provenant de l'hydrolyse de l'ATP pour faire 
glisser, éjecter ou restructurer la composition des nucléosomes, rendant ainsi l'ADN 
correspondant davantage exposé ou moins exposé, selon le besoin (Becker and Horz, 2002; 
Saha et al., 2006). D'autres complexes sont aussi nécessaires pour replacer correctement les 
nucléosomes après la réplication de l'ADN (Polo and Almouzni, 2006). 
Les complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l'ATP ont certaines propriétés 
en commun : une affinité pour l'ADN et les nucléosomes, la capacité de reconnaître les 
modifications post-traductionnelles des histones, un domaine ATPase nécessaire au bris du 
contact entre l'ADN et les histones, un domaine ou une protéine régulant le domaine ATPase, 
ainsi qu'un domaine ou une protéine contrôlant les contacts avec d'autres facteurs de 
chromatine ou de transcription. L'ensemble de ces propriétés leur donne la capacité de 
changer la structure de la chromatine, et d'ainsi influencer la transcription (Clapier and Cairns, 
2009). 
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Ces complexes peuvent être catégorisés en quatre grandes familles, conservées chez tous les 
eucaryotes. Les quatre modifient l'interaction entre les nucléosomes et l'ADN, mais chacune 
possède des fonctions, des domaines et des sous-unités qui lui sont propres. Les complexes de 
la famille SWI/SNF (switching defective/sucrose nonfermenting), comprenant SWI/SNF et 
RSC (remodels structure of chromatin) chez la levure, peuvent faire glisser ou éjecter des 
nucléosomes, étape nécessaire à différents processus cellulaires (Hirschhorn et al., 1992; 
Lorch et al., 2006). Ceux de la famille ISW1 (imitation switch) contrôlent l'espacement entre 
les nucléosomes lors de l'assemblage de la chromatine ou d'une répression de la transcription 
(Fazzio et al., 2001). Les complexes ISWla, ISWlb et ISW2 de levure font partie de cette 
famille. Les nucléosomes peuvent également être déplacés ou éjectés pour activer ou réprimer 
la transcription, grâce au complexe CHD (chromodomain, helicase, DNA binding), de la 
famille du même nom. La quatrième famille, IN080 (inositol requiring 80), est associée à 
plusieurs fonctions. Le complexe IN080 est nécessaire, entre autres, pour l'activation de la 
transcription et la réparation de l'ADN (Shen et al., 2000; Shimada et al., 2008). SWR1 (sick 
with rat8 ts 1), de la même famille, est particulier, puisqu'il restructure les nucléosomes en 
enlevant les dimères H2A-H2B et en les remplaçant par des dimères H2A.Z-H2B (Guillemette 
et al., 2005; Li et al., 2005b; Raisner et al., 2005; Zhang et al., 2005). 
Tous ces complexes ont en commun une sous-unité ATPase de la famille SWI2/SNF2, 
composée d'un domaine ATPase séparé en deux parties, nommées DExx et HELICc. Des 
domaines protéiques particuliers à chacune des familles de complexes de remodelage de la 
chromatine ont été identifiés et sont situés entre ces deux parties (DExx et HELICc), ou près 
de ce domaine ATPase, certains de ces domaines servant à réguler les fonctions du complexe, 
d'autres lui permettant de reconnaître les nucléosomes ou les modifications sur les histones. 
Parmi ceux-ci, les bromodomaines, qui reconnaissent les groupements acétyles sur les lysines 
des histones, sont typiques à la famille SWI/SNF (Hassan et al., 2002; Kasten et al., 2004; 
Zhang et al., 2005). D n'est toutefois pas encore complètement compris si ce domaine est 
important pour le ciblage et/ou l'efficacité de ces complexes (Carey et al., 2006; Ferreira et al., 
2007). Les complexes de la famille CHD possèdent, quant à eux, des chromodomaines en 
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tandem servant à cibler les lysines méthylées des histones (Brehm et al., 2004; Flanagan et al., 
2005; Sims et al., 2005). De plus, il existe un domaine HSA (helicase-SANT-associated) 
permettant aux complexes de la famille SWI/SNF et IN080 de se lier à la chromatine 
(Szerlong et al., 2008). Finalement, la famille ISW1 est reconnue comme possédant une 
combinaison de deux domaines, SANT-SLIDE, importante pour la liaison aux histones, à 
l'ADN, ainsi qu'au contrôle de l'activité ATPase de ces complexes (Boyer et al., 2004; Grune 
et al., 2003). Comme ces complexes peuvent posséder plus d'un domaine de reconnaissance 
des histones à la fois, différentes combinaisons de domaines leur permettent de cibler 
correctement la bonne région de chromatine. 
Les complexes de remodelage de la chromatine ont principalement été étudiés pour leur rôle 
dans la régulation de l'expression des gènes. Comme ils sont nécessaires tant pour 
l'assemblage que pour la désorganisation de la chromatine, ils permettent la transition d'un 
état de transcription active à un état réprimé, et vice versa. Certains complexes agissent 
comme répresseurs, puisqu'ils aident à l'assemblage des nucléosomes, empêchent l'accès à 
l'ADN, enlèvent les facteurs de liaison à l'ADN, ou attirent d'autres complexes pouvant 
renforcer cette répression (Burgio et al., 2008; Goldmark et al., 2000). D'autres complexes de 
remodelage sont plutôt activateurs. Ds déplacent, restructurent ou éjectent les nucléosomes aux 
promoteurs pour exposer l'ADN correspondant, ce qui permet la liaison d'activateurs de 
transcription ou dè la machinerie transcriptionnelle (Armstrong et al., 2002; Yudkovsky et al., 
1999). Le passage de l'ARN polymérase II lors de l'élongation est également possible grâce 
au remodelage des nucléosomes au sein de la région codante des gènes (Carey et al., 2006; 
Mas et al., 2009; Schwabish and Struhl, 2004; Simic et al., 2003; Srinivasan et al., 2005). 
Comme ces complexes servent à contrôler tant l'organisation que l'accessibilité et la structure 
de la chromatine, cela leur confère un rôle essentiel, non seulement au niveau de la régulation 
de la transcription, mais aussi pour l'assemblage de la chromatine lors de la réplication (Polo 
and Almouzni, 2006), la compensation du dosage du chromosome X (Badenhorst et al., 2002; 
Deuring et al., 2000; Dorigo et al., 2003; Shogren-Knaak et al., 2006), la formation de 
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domaines chromosomiques (Yasui et al., 2002), la réplication de l'ADN (Biswas et al., 2008; 
Collins et al., 2002; Flanagan and Peterson, 1999; Li et al., 2005c; Poot et al., 2004; Shimada 
et al., 2008; Simpson, 1990; Vincent et al., 2008; Zhou et al., 2005), la réparation et la 
recombinaison de l'ADN (Chai et al., 2005; Morrison et al., 2004; van Attikum et al., 2007; 
Xiao et al., 2009), la ségrégation des chromosomes (Hsu et al., 2003; Huang and Laurent, 
2004; Yu et al., 2007), un bon développement des organismes multicellulaires (Badenhorst et 
al., 2002; Kehle et al., 1998; Mohrmann and Verrijzer, 2005; Wysocka et al., 2006) et la 
différentiation cellulaire (de la Serna et al., 2001; Fujita et al., 2004; Kaji et al., 2006; Lessard 
et al., 2007). Différentes maladies reliées au développement (Kitagawa et al., 2003; Vissers et 
al., 2004; Woudstra et al., 2002; Xue et al., 2003), ainsi que certains types de cancer (Wang et 
al., 2007), ont par ailleurs été associés à des mutations affectant le fonctionnement de ces 
complexes. 
1.3.3 ARN non codants 
Des mécanismes de régulation transcriptionnelle impliquant des ARNnc ont été observés tant 
chez des organismes unicèllulaires (Schizosaccharomyces pombe et Tetrahymena 
thermophila) que chez des organismes plus complexes (Arabidopsis thaliana, Drosophila 
melanogaster, Caenorhabditis elegans et dans des cellules humaines) (Moazed, 2009; Morris 
et al., 2004; Verdel et al., 2009). Ces ARN peuvent entraîner une modification de la 
conformation de la chromatine, de la méthylation de l'ADN et des modifications sur les 
histones, provoquant ainsi un changement dans l'expression des gènes. Les marques 
répressives H3K9me2 (diméthylation de la lysine 9 de l'histone H3) et H3K27me3 sont celles 
souvent retrouvées aux promoteurs des loci visés lors d'un silencing transcriptionnel par ces 
ARN (aussi nommé transcriptional gene silencing, ou TGS) (Buhler et al., 2005; Gonzalez et 
al., 2008; Han et al., 2007; Hawkins et al., 2009; Kim et al., 2008; Kim et al., 2006; Morris et 
al., 2004; Suzuki et al., 2008; Turner et al., 2009; Weinberg et al., 2006). Les protéines Agol 
(argonaute 1) (Gonzalez et al., 2008; Hawkins et al., 2009; Janowski et al., 2006; Kim et al., 
2008; Kim et al., 2006; Suzuki et al., 2008; Turner et al., 2009), Ago2 (Gonzalez et al., 2008; 
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Janowski et al., 2006), TRBP2 (TAR-RNA binding protein 2) (Kim et al., 2006), HDAC1 
(Hawkins et al., 2009; Suzuki et al., 2008; Turner et al., 2009), ainsi que les 
méthyltransférases Dnmt3 A (Hawkins et al., 2009; Turner et al., 2009; Weinberg et al., 
2006), KMT6 (Kim et al., 2006; Turner et al., 2009) et KMTIC (Hawkins et al., 2009), ont 
été identifiées comme étant impliquées dans différents processus de TGS dans les cellules 
humaines. 
Les ARNnc sont importants pour plusieurs processus, comme l'activité et l'inhibition des 
transposons, la variégation par effet de position, les paramutations, le silencing des régions 
d'hétérochromatine, ainsi que pour d'autres mécanismes requérant des modifications 
épigénétiques. Par exemple, c'est l'ARNnc XIST, de concert avec certaines protéines, qui est 
responsable de l'inactivation d'un chromosome X lors de la compensation du dosage chez les 
mammifères (Chang et al., 2006). De plus, l'ARNnc HOTAIR est essentiel au silencing de 
certaines régions chromosomiques en trans, via une modification des histones (Rinn et al., 
2007). La présence d'une transcription anti-sens à une grande quantité de gènes, dont certains 
gènes suppresseurs de tumeurs, souligne également l'importance de ces ARN dans la 
régulation de l'expression. 
1.3.4 Variants d'histones 
L'ADN chez les eucaryotes s'enroule autour de nucléosomes, complexes généralement 
composés de deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4 (Luger et al., 1997). La 
transcription des gènes codant pour ces protéines est intimement liée à la réplication de 
l'ADN. D existe par ailleurs des gènes codant pour des histones non-canoniques, et qui sont 
exprimés tout le long du cycle cellulaire (Ausio and Abbott, 2002). Des variants pour chacune 
des histones canoniques, sauf H4, ont déjà été identifiés. Ces variants d'histones diffèrent des 
histones canoniques par leurs séquences d'acides aminés et leurs fonctions. L'échange d'une 
histone de base par un de ces variants au sein d'un nucléosome est un moyen utilisé par les 
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cellules pour changer la structure et la stabilité d'un nucléosome, et par conséquent, redéfinir 
une région de chromatine. 
1.3.4.1 Variants de l'histone H3 
Parmi les variants les plus conservés à travers les espèces, et donc les plus essentiels, sont 
retrouvés CENP-A (historié H3-like centromeric protein A\ aussi connu sous le nom de 
CenH3) et H3.3, paralogues de l'histone H3. 
1.3.4.1.1 Variant CENP-A 
CENP-A est retrouvé au sein de nucléosomes situés aux centromères des chromosomes et ce, 
chez la majorité des eucaryotes. Il est nécessaire à l'assemblage des kinétochores, structures 
permettant l'attachement des microtubules aux centromères durant la ségrégation des 
chromosomes (Black and Bassett, 2008; Cheeseman and Desai, 2008; Santaguida and 
Musacchio, 2009). Cette protéine est donc considérée comme une marque épigénétique du 
centromère (Allshire and Karpen, 2008). CENP-A possède 50 à 60 % d'homologie avec H3 au 
niveau de leurs domaines historié fold, mais leurs queues N-terminales diffèrent fortement. Un 
motif permettant la liaison des sillons mineurs de l'ADN et ayant de l'affinité pour les 
séquences riches en AT est présent à cette extrémité N-terminale, ce qui concorde avec la 
préférence de cette histone pour les centromères, souvent riches en AT (Churchill and Suzuki, 
1989; Malik et al., 2002). Les nucléosomes CENP-A ont aussi la particularité d'induire un 
supertour positif de l'ADN, entraînant ainsi un enroulement droit de l'ADN autour de ces 
nucléosomes (Furuyama and Henikoff, 2009), au lieu de l'enroulement gauche habituellement 
retrouvé autour des octamères d'histones canoniques (Luger et al., 1997). 
Chez S. cerevisiae, l'histone centromérique se nomme Cse4 (Sanyal et al., 2004; Stoler et al., 
1995), et un seul nucléosome par centromère le contient (Furuyama and Biggins, 2007; Meluh 
et al., 1998). Cse4 a été identifié comme interagissant avec la protéine Scm3 (Camahort et al., 
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2007; Mizuguchi et al., 2007; Stoler et al., 2007), qui peut déplacer les histones H2A et H2B 
de ces nucléosomes in vitro, formant ainsi un hémisome (Mizuguchi et al., 2007). Cette 
configuration en hémisome est probablement ce qui permet l'enroulement droit de l'ADN 
autour de ces nucléosomes (Furuyama and Henikoff, 2009). Alors que Cse4 est incorporé à la 
chromatine préférentiellement au moment de la implication de l'ADN (Pearson et al., 2004),. 
CENP-A est plutôt déposé durant la fin de la phase de la mitose et en G1 chez l'humain 
(Hemmerich et al., 2008; Jansen et al., 2007). 
1.3.4.1.2 Variant H3.3 
Le variant d'histone H3.3, quant à lui, possède beaucoup d'homologie avec H3, avec 
seulement quatre acides aminés divergeant d'une histone à l'autre chez l'humain, leur 
dissemblance se situant plutôt au niveau de leurs modifications post-traductionnelles (Hake et 
al., 2006). Alors que H3 est incorporé à la chromatine par le complexe CAF-1 (chromatin 
assembly factor 1), H3.3 l'est par le complexe HIRA (histone regulator A) (Tagami et al., 
2004) et ce, indépendamment de la synthèse de l'ADN (Orsi et al., 2009). Son incorporation 
est couplée à l'induction de la transcription et à l'élongation (Schwartz and Ahmad, 2005; 
Sutcliffe et al., 2009), et est accompagnée de changements dans les modifications post-
traductionnelles des histones (Sutcliffe et al., 2009). Ce variant est habituellement retrouvé 
aux gènes possédant une haute activité transcriptionnelle, aux promoteurs de gènes actifs et 
aux éléments régulateurs (Henikoff, 2008). Les variants H3.3 sont d'ailleurs enrichis en 
modifications associées à l'activation des gènes, comme l'hyperacétylation et la diméthylation 
de K36 et K79 (Ahmad and Henikoff, 2002; Chow et al., 2005; Johnson et al., 2004; 
McKittrick et al., 2004). Les nucléosomes H3.3 sont donc considérés comme une mémoire 
épigénétique d'un état de chromatine active (Ng and Gurdon, 2005). De plus, ceux-ci semblent 
être moins stables et sont retirés plus rapidement de la chromatine que les nucléosomes 
canoniques (Henikoff, 2008). En effet, ils se séparent plus facilement des dimères H2A-H2B 
lors d'une dissociation par des sels (Jin and Felsenfeld, 2007). La présence de H3.3 semble 
donc déstabiliser les nucléosomes, ce qui facilite l'accessibilité à la chromatine et le 
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recrutement des complexes de modification des histones (Sutcliffe et al., 2009). Cette histone 
est également impliquée dans certains mécanismes de remodelage uniques aux cellules 
germinales (Ooi and Henikoff, 2007). Plus précisément, lors du silencing de la chromatine 
durant la première méiose des spermatides, un remplacement intensif des nucléosomes H3 par 
ceux H3.3 est nécessaire (van der Heijden et al., 2007). Chez la levure, une seule forme de H3 
non centromérique existe, qui se rapproche davantage du H3.3 que du H3 des eucaryotes plus 
complexes, et son incorporation est possible tant durant qu'en dehors de la réplication 
(Mousson et al., 2007). 
1.3.4.1.3 Autres variants de H3 
Chez les eucaryotes supérieurs, on peut également retrouver le variant d'histone H3.2, qui est 
associé au silencing des gènes, qui diffère de seulement un acide aminé avec H3, et qui, 
comme ce dernier, n'est incorporé que durant la réplication (Johnson et al., 2004; McKittrick 
et al., 2004). Ces organismes possèdent aussi H3.lt, qui est seulement exprimé dans les 
testicules, et qui a quatre acides aminés de substitués en comparaison à l'histone canonique 
(Luger et al., 1997). 
1.3.4.2 Variants de l'histone H2A 
En ce qui concerne H2A, ce sont les variants H2A.X et H2A.Z qui sont les variants les plus 
conservés à travers les espèces. 
1.3.4.2.1 Variant H2A.X 
Chez l'humain, H2A.X est similaire à H2A, mais possède une extrémité C-terminale unique, 
caractérisée par un motif Ser-Gln-Glu (SQE) pouvant être phosphorylé sur la sérine 139 
(Malik and Henikoff, 2003; Rogakou et al., 1998). Cette forme phosphorylée de H2A.X, 
nommée Y-H2A.X, est abondamment recrutée à la chromatine lors d'un bris double brin de 
15 
l'ADN (Fernandez-Capetillo et al., 2003; Fillingham et al., 2006; Keogh et al., 2006; Paull et 
al., 2000). Chez la levure S. cerevisiae, il n'existe pas de variant H2A.X, et c'est plutôt H2A 
qui est phosphorylé (S 129) et qui s'accumule aux sites de cassures double brin (Downs et al., 
2000). Les bris double brin sont très toxiques pour les cellules s'ils ne sont pas réparés, 
puisqu'ils peuvent entraîner la perte de longs morceaux d'ADN lors de la mitose (Lieber et al., 
2004). Ds apparaissent suite à une exposition à des agents externes comme des rayons 
infrarouges ou certains médicaments chimiothérapeutiques, ou sont causés par certains 
processus cellulaires comme l'arrêt des fourches de réplication de l'ADN, les espèces 
réactives de l'oxygène (ROS) produites par la respiration oxydative, la recombinaison 
méiotique, ou les réarrangements des gènes des immunoglobulines (recombinaison V(D)J) 
(Bassing and Alt, 2004). La phosphorylation de H2A.X permet à la chromatine d'adopter une 
structure plus flexible, ce qui entraîne le recrutement et l'accumulation de complexes de 
réparation de l'ADN et de complexes de remodelage de la chromatine aux sites de cassures 
(Altaf et al., 2009; Ausio et al., 2001; Downs et al., 2000; van Attikum and Gasser, 2009) La 
cohésine, qui maintient les chromatides sœurs ensemble au moment de la réplication, et qui est 
impliquée dans la réparation par recombinaison homologue des bris double brin, se localise 
également aux sites de cassures de façon dépendante de y-H2A.X (Unal et al., 2004). Le 
résidu tyrosine Y142 de H2A.X peut aussi être phosphorylé, cette phosphorylation étant 
nécessaire à la formation de y-H2A.X (Cook et al., 2009; Xiao et al., 2009). D existe des 
anticorps dirigés spécifiquement contre y-H2A.X, qui détectent des structures nommées foci y-
H2A.X, chaque focus représentant un bris double brin (Sedelnikova et al., 2003). Cette forme 
modifiée de H2A.X peut donc servir de marque épigénétique de dommages à l'ADN. 
La forme phosphorylée de H2A.X est par ailleurs aussi retrouvée à d'autres endroits 
indépendamment des cassures double brin, ce qui suggère qu'elle possède d'autres rôles. Elle 
est en effet fonctionnellement reliée à la voie de redémarrage des fourches de réplication 
bloquées (Lyakhovich and Surralles, 2007), et elle maintient la réponse aux points de contrôle 
du cycle cellulaire pendant que les cassures à l'ADN sont réparées (Downey and Durocher, 
2006; Fillingham et al., 2006). Si les dommages à l'ADN ne sont pas réparés, les cellules 
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peuvent entreprendre un processus de mort cellulaire programmée dans lequel H2A.X joue 
également un rôle (Lu et al., 2006; Mukheijee et al., 2006). Les cellules de souris n'exprimant 
plus cette histone sont aussi plus sensibles aux radiations et sont moins efficaces au niveau de 
la réparation de l'ADN, ce qui mène à une augmentation de l'apparition d'aberrations 
chromosomiques dans ces cellules (Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2002). H2A.X permet 
donc de prévenir l'instabilité des chromosomes et l'apparition des cancers (Bassing et al., 
2003; Celeste et al., 2003a; Celeste et al., 2003b). Ce variant est aussi impliqué dans 
l'apoptose (Rogakou et al., 2000), la recombinaison V(D)J (Chen et al., 2000) la 
recombinaison méiotique (Lewis et al., 2003; Mahadevaiah et al., 2001), la réplication (Ward 
and Chen, 2001) et la spermatogénèse (Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2002). 
1.3.4.2.2 Variant H2A.Z 
Le variant d'histone H2A.Z est essentiel à la survie chez la majorité des eucaryotes (Faast et 
al., 2001; Liu et al., 1996; Ridgway et al., 2004; van Daal et al., 1988). Il est impliqué dans 
une grande variété de fonctions biologiques, tels la modulation de la transcription (Adam et 
al., 2001; Larochelle and Gaudreau, 2003; Santisteban et al., 2000), la stabilité et la 
ségrégation des chromosomes (Krogan et al., 2004a; Rangasamy et al., 2004), l'arrêt de 
l'étalement de l'hétérochromatine (Meneghini et al., 2003), et la progression à travers le cycle 
cellulaire (Dhillon et al., 2006). D semble aussi être exprimé à un niveau très élevé dans 
certains types de cancer (Dunican et al., 2002; Gevry et al., 2007). 
La présence de ce variant confère une structure particulière au nucléosome, particulièrement 
au niveau du domaine de liaison du tétramère 2[H3-H4] avec le dimère H2A/H2A.Z-H2B 
(Suto et al., 2000). Une controverse existe à propos de la stabilité des nucléosomes H2A.Z, 
certaines études démontrant que ceux-ci sont plus stables et plus immobiles que les 
nucléosomes canoniques (Li et al., 2005b; Park et al., 2004), alors que d'autres soutiennent 
qu'ils le sont moins (Abbott et al., 2001; Suto et al., 2000; Zhang et al., 2005). 
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L'incorporation de H2A.Z à la chromatine est catalysée par le complexe Swrl chez la levure 
(Kobor et al., 2004; Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004) et par, au moins, les 
complexes SRCAP et p400 dans les cellules humaines (Gevry et al., 2007; Jin et al., 2005). Ce 
que ciblent exactement ces complexes n'est pas encore parfaitement défini, mais la séquence 
d'ADN et certaines modifications post-traductionnelles présentes sur les histones H3 et H4 
semblent être importantes (Altaf et al., 2007; Gervais and Gaudreau, 2009; Li et al., 2005b; 
Raisner et al., 2005; Zhang et al., 2005). D a aussi été démontré que chez la levure, cette 
histone est principalement retrouvée directement en aval de la majorité des gènes de 
l'euchromatine, qu'ils soient actifs ou inactifs, aux promoteurs sans boîte TATA, dans les 
deux nucléosomes bordant les NFR (nucleosome free région) (Guillemette et al., 2005; Li et 
al., 2005b; Raisner et al., 2005; Zhang et al., 2005), et aux régions sous-télomériques (Kobor 
et al., 2004; Meneghini et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004; Zhang et al., 2004). Chez les 
mammifères, il est principalement associé à l'euchromatine péricentrique et silencée 
(Rangasamy et al., 2003; Swaminathan et al., 2005), et semble éviter les régions riches en 
ADN méthylé (Zemach et al., 2010). D a été observé que cette histone est souvent éjectée des 
régions promotrices lors de l'activation du gène, probablement parce qu'elle rend les 
nucléosomes moins stables, et donc plus facilement éjectables, ce qui permet le recrutement de 
l'ARN polymérase et l'activation de la transcription (Adam et al., 2001; Barski et al., 2007; 
Gevry et al., 2007; Larochelle and Gaudreau, 2003; Li et al., 2005b; Santisteban et al., 2000; 
Schones et al., 2008; Zhang et al., 2005). Sa présence pourrait aussi servir à préparer la 
structure de la chromatine au recrutement de la machinerie transcriptionnelle. 
1.3.4.2.3 Autres variants de H2A 
D'autres variants de H2A retrouvés chez les vertébrés sont macroH2A et H2a-Bbd. Le premier 
joue un rôle dans la répression de la transcription, l'inactivation du chromosome X et la 
formation de l'hétérochromatine facultative (Costanzi and Pehrson, 1998; Costanzi et al., 
2000; Mermoud et al., 1999). Le second diffère fortement de H2A (Eirin-Lopez et al., 2008). 
Il est absent du chromosome X (Gonzalez-Romero et al., 2008), et sa présence chevauche 
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plutôt celle de l'histone H4 acétylée, suggérant son association avec les régions de chromatine 
transcriptionnellement actives (Chadwick and Willard, 2001). Les nucléosomes H2A-Bbd sont 
aussi plus instables que les nucléosomes canoniques, ce qui rend la fibre de chromatine plus 
relâchée (Bao et al., 2004; Eirin-Lopez et al., 2008). 
1.3.4.3 Variants de l'histone H2B 
Les seuls variants de H2B connus chez l'humain sont spécifiques aux testicules. Le premier, 
hTSH2B, semble déstabiliser les nucléosomes (Li et al., 2005a). Le second, H2BFWT, est 
fonctionnellement relié à la réorganisation de la chromatine durant les dernières étapes de la 
spermatogénèse, et à la formation des complexes liés aux télomères dans le sperme humain 
(Gineitis et al., 2000). 
1.3.4.4 Variants de l'histone H1 
Chez Thumain, les histones de liaison, comme les histones du cœur du nucléosome, sont 
composées d'un domaine globulaire bordé d'extrémités C-terminale et N-terminale, mais leur 
orthologue chez la levure, Hholp, possède deux domaines globulaires (Patterton et al., 1998). 
Comme les autres histones, elles peuvent être modifiées post-traductionnellement, leur 
modification la plus étudiée étant la phosphorylation (Roth and Allis, 1992). La présence de 
cette dernière affaibli la liaison de H1 à la chromatine, et a un effet sur la régulation de 
l'expression des gènes (Dou et al., 1999). Dix variants de H1 ont été identifiés chez la souris et 
l'humain, chacun possédant une spécificité tissulaire et développementale distincte. Ils 
détiennent un domaine central semblable, mais des extrémités divergentes. Certains variants 
sont exprimés exclusivement durant la réplication (H 1.1 à H 1.5 et Hit), alors que d'autres le 
sont tout le long du cycle cellulaire. Par ailleurs, certains variants de H1 (H 1.2 à H 1.5) sont 
présents dans presque toutes les cellules, alors que d'autres sont retrouvés principalement dans 
des cellules complètement différenciées (H 1.0), ou spécifiquement dans les oocytes (Hloo) ou 
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les testicules (Hit et H1T2). Un dernier variant chez l'humain, Hlx, a une localisation 
particulière, dans les nucléoles et à la périphérie des chromosomes (Stoldt et alM 2007). 
1.4 Le protéasome 
Les cellules doivent posséder des mécanismes fonctionnels de dégradation des protéines pour 
survivre, puisque des protéines mal repliées, endommagées ou en surnombre peuvent être 
néfastes à plusieurs processus cellulaires. Dans la majorité des cas, c'est le protéasome qui est 
responsable de la protéolyse (Goldberg, 2007; Wolf and Hilt, 2004). 
1.4.1 Structure et composition du protéasome 
Chez les eucaryotes, le protéasome 26S est l'enzyme central du système ubiquitine-
protéasome (Voges et al., 1999). Il est composé d'un cœur catalytique 20S et d'un ou de deux 
complexes régulateurs 19S (figure 3) (Glickman et al., 1999). Le cœur catalytique 20S a la 
forme d'un baril, et est composé de deux anneaux heptamériques internes de sous-unités de 
type p, et de deux anneaux heptamériques externes de sous-unités de type a (Groll et al., 
1997). Les sites protéolytiques actifs sont menés par trois des sept sous-unités p, situées dans 
la cavité centrale du baril. L'entrée des substrats à travers cette cavité est restreinte par une 
structure formée par les extrémités N-terminales des sous-unités a (Groll et al., 2000), de sorte 
que les protéines doivent être, au moins en partie, dépliées pour atteindre le cœur catalytique 













Figure 3. Représentation schématique du protéasome 26S eucaryote (tiré et modifié de 
Schrader et al., 2009). Les protéines d'échafaudage Rpnl et Rpn2, les sites protéolytiques, 
ainsi que les boucles de l'anneau d'ÀTPases aidant au dépliement et à la translocation des 
substrats, sont indiqués. Seulement un ensemble de boucles est montré pour davantage de 
clarté. 
Le complexe régulateur 19S est, quant à lui, nécessaire à la reconnaissance du substrat, la 
déubiquitination, le dépliement des protéines, leur translocation vers le canal du 20S, ainsi que 
pour fournir de l'ATP et des ubiquitines au cœur catalytique (Goldberg, 2007). Il est constitué 
de deux parties, nommées la base et le chapeau du complexe régulateur (Glickman et al., 
1998a). La base est formée de si* sous-unités ATPases de la famille AAA (ATPases 
associated with various cellular activities) (les sous-unités Rptl-6 chez la levure) et de deux 
sous-unités non-ATPases, Rpnl et Rpn2 (Voges et al., 1999). Les ATPases possèdent chacune 
une fonction qui lui est propre (Rubin et al., 1998; Smith et al., 2007), et s'assemblent en un 
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anneau hexamérique qui est directement lié au 20S (Smith et al., 2006). Les deux sous-unités 
Rpn sont caractérisées par des répétitions Arm/HEAT, qui forment des solénoïdes a 
(Glickman et al., 1998b; Kajava, 2002). Le chapeau du 19S contient quant à lui neuf protéines 
non-ATPases (Rpn3, Rpn5-9, Rpnll-12, Rpnl5/Seml) qui sont essentielles, mais de fonction 
inconnue, exception faite de Rpnll, qui a une activité déubiquitinante (Verma et al., 2002; 
Yao and Cohen, 2002). 
D'autres polypeptides ont été identifiés comme interagissant avec le protéasome de façon plus 
ou moins forte, ou seulement sous certaines conditions, comme Rpn 10, qui joint la base au 
chapeau du 19S (Glickman et al., 1998a; Schmidt et al., 2005). 
1.4.2 Fonction protéolytique du protéasome 
Le protéasome doit être très spécifique pour éviter la destruction de protéines devant être 
conservées. Ce sont donc seulement les substrats qui possèdent les signaux de dégradation (ou 
degrons) appropriés qui sont reconnus par le protéasome. La majorité des protéines sont 
marquées pour la dégradation par l'attachement covalent de plusieurs copies de la petite 
protéine ubiquitine (Thrower et al., 2000; Weissman, 2001). Toutefois, l'ubiquitination n'est 
pas suffisante pour que ces protéines soient dégradées. En effet, pour être ciblées pour la 
dégradation, celles-ci doivent également posséder la deuxième partie du degron, qui est une 
région non-structurée, située à la fin (Prakash et al., 2004) ou à l'intérieure (Liu et al., 2003; 
Piwko and Jentsch, 2006; Prakash et al., 2004) d'une chaîne polypeptidique, et bordée par des 
domaines repliés (Prakash et al., 2004). Alors que la modification ubiquitine sert à cibler le 
substrat au protéasome, la région non-structurée est le site où la dégradation débute (Prakash 
et al., 2004). Généralement, les deux parties du degron sont présentes sur la même protéine, 
mais il arrive qu'elles se situent sur deux chaînes polypeptidiques distinctes, mais liées l'une à 
l'autre dans un complexe (Prakash et al., 2009). 
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1.4.3 Fonction transcriptionnelle du protéasome 
Le protéasome est principalement connu pour son implication dans la dégradation des 
protéines (Schrader et al., 2009), mais plusieurs études lui ont également associé un rôle dans 
le contrôle de la transcription des gènes (Collins and Tansey, 2006). En effet, la transcription 
génique est un processus complexe exigeant plusieurs joueurs, devant être déposés au bon 
endroit sur la chromatine en réponse au bon signal, et retirés au bon moment. Le protéasome 
participe au contrôle de la circulation de ces protéines sur la chromatine, tant par son activité 
protéolytique que de façon non-protéolytique. En effet, l'activation de la transcription requiert 
parfois la destruction de protéines ou de complexes inhibiteurs de transcription (Kramer et al., 
2003; Metivier et al., 2003; Ostendorff et al., 2002; Perissi et al., 2004), ou un changement 
dans la nature d'un complexe par la dégradation d'un ou de certains de ses composants. Le 
protéasome peut aussi contrôler le taux de transcription en dégradant des activateurs de 
transcription (Fryer et al., 2004; Kim et al., 2003; Muratani et al., 2005; Reid et al., 2003; 
Salghetti et al., 2000; Tansey, 2001; von der Lehr et al., 2003). Lors de dommages à l'ADN, il 
peut également dégrader l'ARN polymérase II, pour limiter la transcription d'une séquence 
d'ADN incorrecte durant sa réparation (Kleiman et al., 2005; Krogan et al., 2004b; Reid and 
Svejstrup, 2004; Somesh et al., 2005). Les événements suivant l'initiation de la transcription 
peuvent aussi nécessiter l'intervention du système ubiquitine-protéasome, puisque la 
dégradation de certains activateurs peut être essentielle au recrutement de facteurs intervenant 
dans le traitement co-transcriptionnel des ARN (Muratani et al., 2005). En ce qui concerne la 
terminaison de la transcription, le protéasome a déjà été détecté en 3' de gènes 
transcriptionnellement actifs, et son inhibition nuit à la terminaison (Gillette et al., 2004). 
Certaines protéines du 19S, particulièrement les ATPases de la base, peuvent par ailleurs agir 
comme un complexe libre, et influencer la transcription par des mécanismes non-
protéolytiques. Elles utilisent probablement leur pouvoir de dépliement et de translocation des 
protéines pour retirer sélectivement un ou certains composants de complexes situés aux 
promoteurs, régulant ainsi l'activité transcriptionnelle (Braun et al., 1999; Liu et al., 2002; 
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Perissi et al., 2004). Il a aussi été démontré que des composants du 19S sont nécessaires à 
l'étape d'élongation de la transcription (Ferdous et al., 2001), ainsi qu'à la méthylation de 
l'histone H3, marque d'un site actif de transcription (Ezhkova and Tansey, 2004). 
1.5 La protéine Hsm3 
La protéine Hsm3 a d'abord été identifiée chez des mutants de Saccharomyces cerevisiae 
ayant un taux élevé de mutagénèse spontanée (high spontaneous mutagenesis; mutants hsm) 
(Ivanov et al., 1992). Plus précisément, un mutant pour Hsm3 démontre environ dix fois plus 
de mutations spontanées comparativement à une souche de type sauvage, lorsque soumis à un 
agent mutagène comme des rayons UV ou du 6-N-hydroxylaminopurine (Fedorova et al., 
1998). Cette protéine semble impliquée dans la réparation des bases mal appariées dans les 
cellules à division lente (Fedorova et al., 1998; Fedorova et al., 2004; Fedorova et al., 2000). 
Par ailleurs, Hsm3 a également été associé à l'assemblage du protéasome (Funakoshi et al., 
2009; Le Tallec et al., 2009; Roelofs et al., 2009; Saeki et al., 2009). La genèse du protéasome 
est un processus complexe comprenant plusieurs étapes, incluant la synthèse de toutes ses 
sous-unités, leur assemblage et leur maturation. Les protéines participant à la formation du 
20S ont été bien étudiées (Heinemeyer et al., 2004; Ramos and Dohmen, 2008), et plusieurs 
sous-unités de la base ou du chapeau nécessaires à l'assemblage du complexe régulateur ont 
déjà été identifiées (Funakoshi et al., 2004; Isono et al., 2007; Isono et al., 2004; Isono et al., 
2005; Santamaria et al., 2003; Takeuchi et al., 1999). Par contre, les facteurs extérieurs au 
protéasome aidant la formation du 19S ont été peu caractérisés, jusqu'à la découverte récente 
des chaperonnes Hsm3 (S5b chez l'humain), Nas6 (p28), Nas2 (p27) et Rpnl4. Celles-ci 
participent à l'assemblage de la base du complexe régulateur, et se dissocient du complexe 
lorsque le 19S est complètement formé (figure 4). Elles stabilisent la base, facilitent son 
assemblage, et/ou préviennent des associations qui ralentiraient la formation du protéasome. 
Elles sont fonctionnellement redondantes, particulièrement Hsm3 avec Nas2, et Nas6 avec 
Rpnl4. En effet, la suppression d'un seul de ces facteurs chez la levure n'a pas vraiment 
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d'effet sur la croissance ou la viabilité des cellules, alors que la suppression d'une de ces 
paires de gènes (hsm3-nas2 ou nas6-rpnl4) entraîne de sévères retards de croissance à une 
température de 37°C. Le quadruple mutant (hsm3-nas2-nas6-rpnl4) est, quant à lui, encore 
plus sensible à cette température que les doubles mutants. De plus, chaque chaperonne lie une 
sous-unité Rpt différente, et elles aident chacune à une étape d'assemblage particulière 
(Funakoshi et al., 2009; Le Tallec et al., 2009; Roelofs et al., 2009; Saeki et al., 2009). D n'est 
par contre pas encore établi si la base du 19S se forme complètement avant de se lier au reste 
du protéasome (Funakoshi et al., 2009; Kaneko et al., 2009; Murata et al., 2009), ou si le 20S 
ne sert pas plutôt de plateforme sur laquelle les trois sous-complexes précurseurs de la base 
s'unissent (Park et al., 2009; Roelofs et al., 2009). En ce qui concerne plus particulièrement 
Hsm3, il s'associe à l'extrémité C-terminale de Rptl, pour former le sous-complexe 
précurseur nommé complexe BP1 (base precursor /), composé de Hsm3, Rptl, Rpt2, Rpt5 et 
Rpnl (Funakoshi et al., 2009; Le Tallec et al., 2009; Roelofs et al., 2009; Saeki et al., 2009). 
Son homologue humain S5b était d'ailleurs déjà connu pour interagir avec un complexe 
composé de Rptl, Rpt2 et Rpnl (Deveraux et al., 1995; Gorbea et al., 2000). Hsm3/S5b 
possède des répétitions Arm/HEAT, qui lui permettent de prendre une conformation en hélice 
a, ce qui favorise les interactions protéines-protéines, probablement sa liaison aux ATPases 
(Funakoshi et al., 2009; Le Tallec et al., 2009; Roelofs et al., 2009; Saeki et al., 2009). 
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Figure 4. Modèle d'assemblage du complexe régulateur du protéasome, avec les 
chaperonnes de la base du complexe régulateur (tiré et modifié de Funakoshi et al., 
2009). Le point de relâchement de chaque chaperonne est indiqué à l'étape suivant le dernier 
complexe avec lequel elle a été détectée. RP : complexe régulateur; CP : cœur catalytique. 
Dans cette recherche, nous avons tenté de trouver de nouveaux partenaires protéiques du 
variant d'histone H2A.Z. Comme mentionné précédemment, H2A.Z est un variant de l'histone 
H2A, essentiel à la survie et à de nombreuses fonctions biologiques chez les eucaryotes. Par 
contre, il ne possède que 61% d'homologie de séquence avec H2A, ce qui explique une partie 
de la variabilité entre leurs partenaires et fonctions respectifs (figure 5) (Thatcher and 
Gorovsky, 1994). Les interactions connues de H2A.Z ont été identifiées alors que celui-ci était 
en solution, mais peu d'études ont été réalisées jusqu'à maintenant sur les interactions de 
H2A.Z non-soluble, c'est-à-dire incorporé à la chromatine. Dans le but de mieux comprendre 
cette histone, la première partie de mon projet de recherche a donc consisté en l'identification 
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de nouveaux partenaires protéiques de H2A.Z non-soluble chez la levure S. cerevisiae. Il était 
probable que de nouvelles protéines, dont l'interaction avec H2A.Z était jusqu'alors inconnue, 
soient identifiées de cette façon. C'est en effet ainsi que la protéine Hsm3, une chaperonne du 
protéasome, a pu être identifiée comme interagissant avec H2A.Z sur la chromatine. L'objectif 
de la deuxième partie de mon projet a donc été de mieux caractériser cette protéine et ses 
fonctions. 
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Figure 5. Représentation schématique des structures secondaires de H2A et H2A.Z (tiré 
et modifié de Zlatanova and Thakar, 2008). Les rectangles représentent les cinq hélices a, et 
les ovales les principales régions de divergence entre H2A et H2A.Z. Les numéros des acides 
aminés bordant les différents domaines de H2A.Z sont indiqués. 
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CHAPITRE 2 
Identification de nouveaux partenaires protéiques des histones H2A et H2A.Z associées à 
la chromatine 
2.1 Matériels et méthodes 
2.1.1 Plasmides et souches de levure 
Des souches de Saccharomyces cerevisiae ont été transformées dans le but d'exprimer de 
façon endogène soit l'histone H2A, soit H2A.Z, fusionnée à une étiquette HBH. Cette 
étiquette a été insérée aux extrémités 3' des loci HT Al ou HTZ1 dans des levures W303a par 
une méthode standard de recombinaison homologue d'un produit de PCR (polymerase chain 
reaction, ou réaction en chaîne par polymérase) amplifié à partir du plasmide pFA6a-HBH-
kanMXô (Tagwerker et al., 2006). 
Le cadre de lecture des gènes SAM2, HSM3 et GFD2 a été remplacé par le marqueur de 
sélection kanMX6 (résistance à la kanamycin et au G418) dans les souches W303a et 
MAY424 QiîzlA) (Adam et al., 2001), par recombinaison homologue des cassettes 
sam2::kanMX6, hsm3::kanMX6 et gfd2::kanMX6, amplifiées à partir du plasmide pCM367 
(Millar et al., 2006; Schneider et al., 1995). 
Une sélection de ces transformants a été réalisée sur un milieu contenant du G418. 
L'intégration et l'expression de l'étiquette HBH ont été vérifiées par immunobuvardage de 
type Western, en utilisant un anticorps primaire monoclonal dirigé contre l'épitope 
RGSHHHH (QIAGEN), et un anticorps secondaire couplé à la peroxydase dirigé contre les 
IgG de souris (BIO-RAD). 
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Une étiquette 9Myc-TRP a été insérée à l'extrémité 3' du gène HSM3 dans les souches 
VGY001 et VGY002, par recombinaison homologue d'un produit de PCR amplifié à partir du 
plasmide RY7445. Une sélection de ces transformants a été réalisée sur un milieu sans 
tryptophane. L'intégration et l'expression de l'étiquette 9Myc-TRP ont été vérifiées par 
immunobuvardage de type Western, en utilisant l'anticorps primaire 9E10, qui est dirigé 
contre l'épitope c-Myc, et un anticorps secondaire couplé à la peroxydase dirigé contre les IgG 
de souris (BIO-RAD). 
Ces souches sont décrites dans le tableau 1. 
Tableau 1. Souches de levure 
Souche Génotype 
W303a* MATa,ade2-l, ura3-l, his3-ll,15, trpl-1, leu2-3,112, canl-100 
MAY424 W303a; htzlA::hisG 
VGY001 W303a; HTA1 -HBH: :kanMX 
VGY002 W303a; HTZ1 -HBH: \kanMX 
VGY022 W303a; sam2A::kanMX 
VGY023 W303a; hsm3A::kanMX 
VGY024 W303a; gfd2A::kanMX 
VGY025 MAY424; sam2A::kanMX 
VGY026 MAY424; hsm3A::kanMX 
VGY027 MAY424; gfdA::kanMX 
*La souche W303a dérive d'une spore germinale d'une souche W303 diploïde offerte par M. 
A. Osley. 
2.1.2 Purification de complexes associés à la chromatine 
La purification de nos complexes protéiques a été faite à partir de 2 1 de culture cellulaire en ce 
qui concerne les souches W303a et VGY001, et de 8 1 de culture cellulaire de la souche 
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VGY002. Les cellules ont poussé dans du milieu YPDA (1 % bacto-yeast extract, 2 % bacto-
peptone, 2 % glucose, 0,14 g/1 adénine) supplémenté de 6 pM de biotine (pour assurer la 
biotinylation de l'étiquette HBH) à 30 °C jusqu'à une densité optique à une longueur d'onde 
de 600 nm (DOÔOO) entre 1,2 et 1,5. Un pontage avec 28 ml de formaldéhyde 37 %, pendant 
20 min à 30 °C, puis un blocage avec 50 ml de glycine 2,5 M, pendant 5 min à 30 °C, ont 
ensuite été réalisés avec chaque litre de culture cellulaire. Les cellules ont été centrifugées à 
4000 rpm pendant 10 min à 4 °C, puis lavées deux fois avec 40 ml de TBS IX froid et une fois 
avec 40 ml de tampon de lyse FA froid (50 mM Hepes-KOH pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5 mM 
EDTA, 1 % Triton, 0,1 % NaDoc, 0,1 % SDS). À cette étape-ci, elles pouvaient être congelées 
dans de l'azote liquide puis gardées à -80 °C. 
Les échantillons ont par la suite été manipulés sur glace ou dans la chambre à 4 °C. Les culots 
ont été resuspendus avec 4 ml de tampon de lyse FA, et les cellules ont été lysées avec 3 ml de 
billes de verre pendant 4 min, 1 min à la fois. Les lysats cellulaires ont été récupérés, 
combinés deux par deux, puis centrifugés à 16 000 rpm pendant 2 min. Les culots ont été lavés 
avec 8 ml de tampon MNase (15 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM NaCl, 1,4 mM CaCh, 0,2 mM 
EGTA, 0,2 mM EDTA), centrifugés de nouveau à 16 000 rpm pendant 2 min, et resuspendus 
avec 4 ml de tampon MNase. 800 |il de MNase (nucléase micrococcale) à 5 U/fil (1 U/fil final) 
ont été ajoutés, et les échantillons ont été incubés pendant 90 min à 37 °C. La réaction a été 
arrêtée avec 1 ml de tampon Stop 5X (5 % SDS, 50 mM EDTA). Une centrifugation à 800 x G 
pendant 5 min a été faite, les surnageants ont été récupérés, puis centrifugés à 8000 x G 
pendant 5 min. Les surnageants, comportant la chromatine, ont été récupérés, et congelés dans 
de l'azote liquide puis à -80 °C. 
Les lysats ont été dilués avec 40,3 ml de tampon de lyse FA, puis la concentration d'imidazole 
a été ajustée à 10 mM. 1,6 ml de billes d'agarose Ni-NTA lavées avec du tampon de lyse FA 
ont été ajoutés à chaque échantillon, et ceux-ci ont été incubés avec une rotation toute la nuit à 
4 °C. La résine a ensuite été lavée 4 fois pendant 5 min avec 10 ml de tampon de lyse FA 
contenant 30 mM d'imidazole. Les complexes ont été élués 2 fois pendant 5 min avec 1 ml de 
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tampon de lyse FA additionné de 400 mM d'imidazole. Les éluats de toutes les 
immunoprécipitations faites avec la souche VGY002 ont été combinés, 100 pi de billes de 
sépharose couplées à la streptavidine et lavées avec du tampon de lyse FA ont été ajoutés à 
chaque échantillon, et ceux-ci ont été incubés avec une rotation pendant 6 h à 4 °C. Les billes 
ont été lavées 4 fois pendant 5 min avec 10 ml de tampon de lyse FA contenant 750 mM de 
NaCl et une concentration croissante de SDS (0,1 %, 0,2 %, et 2 fois à 0,5 %), ont été 
transférées dans un microtube conique de 1,5 ml, puis ont été chauffées pendant 10 min à 
95 °C avec 100 jil de tampon de chargement SDS additionné de 50 mM Tris-HCl pH 7,5. 
Les échantillons ont été chargés sur un gel de polyacrylamide à gradient (4-15 % 
d'acrylamide), et ont migrés pendant 45 min à 180 V. Les gels ont été colorés au nitrate 
d'argent, et chaque colonne a été découpée en 18 bandes d'environ 1 cm par 1 cm chacune. 
Ces bandes ont été envoyées à l'Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM) pour y 
être analysées par spectrométrie de masse (LC-MS/MS), et les protéines faisant possiblement 
partie des complexes immunoprécipités avec H2A ou H2A.Z ont été identifiée. 
2.1.3 Essais de croissance avec les souches mutées pour les gènes codant pour les 
candidats identifiées par spectrométrie de masse 
Des cultures cellulaires de notre souche de type sauvage W303a et des mutants MAY424, 
VGY022, VGY023, VGY024, VGY025, VGY026 et VGY027 ont été faites dans du milieu 
minimal (0,7 % yeast nitrogen base without amino acids, 0,1 % mélange d'acides aminés, 2 % 
glucose), laissées une nuit à 30°C, lavées deux fois avec de l'eau bidistillée stérile, et diluées à 
une DOÔOO de 1,0. Trois |il de dilutions en séries de chacune de ces souches ont été déposés sur 
un milieu YPDA, ainsi que sur des milieux YPDA auquel 75 mM d'hydroxyurée, 6 mM de 
caféine, ou 2 % de formamide avait été ajouté. Les boîtes de Pétri contenant le milieu YPDA 




2.2.1 Construction de souches de levure utilisées pour les immunoprécipitations 
Afin d'identifier de nouveaux partenaires protéiques de H2A et de H2A.Z associés à la 
chromatine, des souches exprimant soit H2A, soit H2A.Z, fusionné à une étiquette HBH, ont 
été construites. Ces deux souches (VGYOOl et VGY002) ont été utilisées dans le but de 
comparer les interactions spécifiques à chacune de ces histones. L'intégration et l'expression 
de ces protéines de fusion ont été vérifiées par PCR, puis par immunobuvardage de type 
Western (figure 6). Une souche de type sauvage (W303a) nous a servi de témoin négatif. 
Selon cet immunobuvardage, H2A-HBH et H2A.Z-HBH sont bien exprimés dans les souches 
VGYOOl et VGYOOl, respectivement. De plus, la protéine H2A-HBH semble être présente en 
plus grande quantité que H2A.Z-HBH, ce qui concorde avec ce à quoi nous nous attendions, 
puisque H2A est normalement beaucoup plus exprimé que H2A.Z dans les cellules de levure 







Figure 6. H2A-HBH et H2A.Z-HBH sont exprimés dans les souches VGY001 et VGY002, 
respectivement. Immunobuvardage de type Western réalisé avec un anticorps primaire dirigé 
contre l'épitope RGSHHHH. Migration de 20 ng d'extraits protéiques par puit, sur un gel de 
SDS/PAGE à 15 % d'acrylamide. 
2.2.2 Purification et identification de partenaires protéiques de H2A et H2A.Z associés 
à la chromatine 
Pour purifier nos complexes protéiques associés à H2A et H2A.Z sur la chromatine, nous nous 
sommes basés sur une méthode décrite dans un article de Tardiff et al. (2007), dans lequel 
l'équipe de recherche avait également comme objectif de purifier et de caractériser un 
complexe de protéines associé à la chromatine chez la levure Saccharomyces cerevisiae, soit 
le complexe de l'ARN polymérase II. L'avantage principal de cette méthode est l'utilisation 
d'une double étiquette, l'étiquette HBH (voir figure 7), qui permet d'effectuer deux étapes de 
purification, augmentant ainsi l'efficacité de la purification de nos complexes protéiques. 
L'étiquette HBH comporte un peptide servant de signal de biotinylation, bordé de deux 
étiquettes hexahistidines. La biotine possédant de l'affinité avec le nickel, et l'histidine avec la 
streptavidine, nous avons pu utiliser une résine de nickel comme première étape de 
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purification, puis incuber nos échantillons avec des billes de sépharose couplées à la 
streptavidine en tant que deuxième étape. Après la purification de nos complexes protéiques, 
des extraits de protéines pris à différentes étapes de notre protocole ont été comparés par 
immunobuvardage de type Western, et la différence était bien visible, démontrant ainsi 
l'efficacité de notre purification (figure 8). Nous avons également testé le temps optimal de 
digestion de nos extraits cellulaires avec la MNase, pour nous assurer une majorité de 
mononucléosomes, et ainsi éviter la contamination des nucléosomes ne contenant que des 
histones H2A par ceux contenant H2A.Z, et vice-versa (figure 9). 
T. ADHl kïuiMX6 
Figure 7. Étiquette HBH (tiré de Tagwerker et al., 2006). Cette étiquette est constituée d'un 
peptide servant de signal de biotinylation, bordé de deux étiquettes hexahistidines, et suivi du 
terminateur de transcription du gène ADHl et d'un marqueur de sélection (kanMX6). Elle 
permet une purification par affinité en tandem des protéines étiquetées, par l'utilisation d'une 




Figure 8. La purification du complexe protéique comportant H2A-HBH est efficace. 
Immunobuvardage de type Western réalisé avec un anticorps primaire dirigé contre la biotine. 
Migration de 20 jjI d'extraits protéiques par puit, sur un gel de SDS/PAGE à 15 % 
d'acrylamide. 
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Figure 9. Une digestion de 90 minutes avec la MNase est nécessaire pour assurer la 
présence d'une majorité de mononucléosomes. Migration de 6 ni d'extraits cellulaires par 
puit, à différents temps de digestion avec la MNase à 37°C, sur un gel à 1,7 % d'agarose. 
Coloration au nitrate d'argent. 
Nos échantillons purifiés ont ensuite été déposés et ont migré sur un gel de polyacrylamide à 
gradient (4-15 % d'acrylamide) (figure 10). Une souche de levure de type sauvage (W303a) 
nous a servi de témoin négatif, c'est-à-dire qu'elle nous a servi à identifier toutes les protéines 
se liant de façon non spécifique à notre résine de nickel et à nos billes de sépharose. Le gel de 
polyacrylamide coloré au nitrate d'argent nous permet d'observer une différence entre les 
protéines associées à H2A-HBH et celles complexées à H2A.Z-HBH. La grosse tache située à 
une hauteur correspondant à un poids d'environ 10 kDa et présente dans tous les échantillons 
est également présente lorsque nous faisons migrer des billes de sépharose n'ayant pas été en 
contact avec aucun extrait cellulaire, ce qui suggère qu'elle représente une contamination 
provenant directement des billes. Le gel a été découpé en 18 bandes par échantillon, la plus 
basse étant située à une hauteur correspondant à un poids d'environ 15 kDa. Celles-ci ont été 
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analysées par spectrométrie de masse, et les partenaires protéiques des deux histones ont ainsi 
pu être identifiés. 
Figure 10. Protéines immunoprécipitées avec H2A-HBH, avec H2A.Z-HBH, ou de façon 
non spécifique. Migration de 15 ^1 d'extraits protéiques par puit, sur un gel de SDS/PAGE à 
gradient (4-15 % d'acrylamide). Coloration au nitrate d'argent. Le découpage des bandes 
envoyées pour être analysées par spectrométrie de masse est indiqué. 
Les candidats qui ne correspondaient pas au poids moléculaire de la bande de gel dans laquelle 
ils ont été identifiés ont été rejetés, et les autres ont été classés comme étant un partenaire 
unique à H2A, à H2A.Z, ou partagé entre les deux histones. De cette façon, six partenaires 
protéiques spécifiques à H2A.Z, et quatre protéines purifiées avec les deux histones ont été 
détectés (tableau 2). 
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Tableau 2. Candidats identifiés par spectrométrie de masse et retenus pour analyses 
subséquentes. 
Protéine Description 
Partenaires uniques à H2A.Z 
Tdh3 
Glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase; impliqué dans la glycolyse et la 
gluconéogénèse 
Sam2 
Synthétase S-adénosylméthionine; catalyse le transfert d'un groupement 
adénosyle sur les méthionines 
Hsm3 
Impliqué dans la réparation des bases mal appariées; chaperonne de la sous-
unité 19S du protéasome 
Nmtl Transférase N-myristoyle; lie un acide myristique aux résidues glycines 
Yju3 
Hydrolase sérine possédant une similarité de séquence avec la lipase 
monoglycéride; localisé aux particules de lipide 
TyB Rétrotransposon de levure Ty4 (fragment) 
Partenaires partagés entre H2A et H2A.Z 
H2B Histone du cœur du nucléosome 
H2A Histone du cœur du nucléosome 
Smc6 
Impliqué dans la maintenance structurelle des chromosomes, la croissance, la 
réparation de l'ADN, la recombinaison interchromosomale et des 
chromatides-sœurs 
Gfd2 Fonction inconnue; identifié comme un suppresseur de la mutation dbp5 
2.2.3 Essais de croissance 
Les protéines qui n'étaient pas essentielles à la survie des cellules et qui nous ont semblées 
avoir le potentiel de détenir un rôle dans la régulation de la transcription ont été sélectionnées, 
et les gènes codant pour ces protéines ont été interrompus, dans les souches W303a et 
MAY424 (htzlA). Des essais de croissance sur différents milieux ont été réalisés avec chacune 
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de ces souches, pour tenter de détecter des phénotypes reliés à ces mutations. Parmi les 
drogues testées, l'hydroxyurée est connue pour bloquer la synthèse de l'ADN en inhibant la 
réductase de ribonucléotide (Eklund et al., 2001). La caféine est un analogue de la purine, et 
elle entraîne une ihnibition de la voie des MAP (mitogen-activated protein) kinases et de la 
phosphodiestérase de la voie AMPc (adénosine monophosphate cyclique) (Hampsey, 1997). 
Le formamide, quant à lui, est un solvant ionisant qui déstabilise les liaisons non covalentes, 
tel les liaisons hydrogène, ce qui affecte la stabilité de l'ADN (Blake and Delcourt, 1996). 
Bien qu'aucun phénotype particulier n'ait été observé lors de la majorité des essais de 
croissance, une double mutation htzlAsam2A semble restaurer une meilleure croissance sur un 
milieu contenant de l'hydroxyurée par rapport à la mutation htzlA seule (figure 11). De plus, 
un mutant hsm3A a un phénotype semblable au mutant htzlA sur un milieu auquel de la 
caféine a été ajoutée, c'est-à-dire un retard de croissance. Les cellules possédant la double 
mutation htzlAhsm3A, quant à elles, sont encore plus sensibles à la caféine que celles n'ayant 
que l'une de ces deux interruptions géniques. Ces résultats semblent révéler que la protéine 
Hsm3 est importante pour la croissance des cellules sur un milieu contenant de la caféine. 
Finalement, lorsque ces mêmes mutants sont placés sur un milieu possédant du formamide, 
même si hsm3A ne démontre pas de phénotype particulier, htzlAhsm3A exhibe un retard de 
croissance plus important que la mutation htzlA seule. 
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Figure 11. Une mutation pour hsm3 affecte la croissance des cellules sur un milieu 
contenant de la caféine. La croissance a été vérifiée sur un milieu YPDA (A), en présence 
d'hydroxyurée (B), de caféine (C) ou de formamide (D). 
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2.2.4 Vérification de l'interaction de Hsm3 avec la chromatine 
L'interaction potentielle de la protéine Hsm3 avec H2A.Z et la sensibilité du mutant hsm3A à 
la caféine nous intriguant, nous avons tenté de confirmer l'interaction entre ces deux protéines. 
Pour cela, nous avons ajouté, par recombinaison homologue, une étiquette 9Myc-TRP à 
l'extrémité carboxy-terminale de Hsm3 dans les souches VGY001 et VGY002. Nous avons 
repêché les complexes protéiques associés à H2A et à H2A.Z sur la chromatine à l'aide de la 
même méthode que précédemment, et avons vérifié par immunobuvardage de type Western la 
présence de Hsm3 dans ces complexes. Bien que l'analyse des résultats de spectrométrie de 
masse nous ait révélé Hsm3 comme partenaire spécifique à l'histone H2A.Z, l'utilisation de 
cette deuxième méthode nous a permis d'immunoprécipiter Hsm3 tant avec H2A qu'avec 
H2A.Z (figure 12), nous indiquant que cette interaction n'est finalement pas unique à ce 
variant d'histone. Ce résultat nous a par ailleurs bien confirmé l'interaction de la protéine 
Hsm3 avec la chromatine. Une souche de type sauvage (W303a) nous a servi de témoin 
négatif. Une caractérisation plus approfondie de cette protéine a par la suite été réalisée, et fait 
l'objet d'un manuscrit en préparation (voir chapitre 2). 
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4 Hsm3-9Myc 
Figure 12. Hsm3 est immunoprécipité avec H2A-HBH et avec H2A.Z-HBH à la 
chromatine. Immunobuvardage de type Western réalisé avec un anticorps primaire dirigé 
contre l'épitope c-Myc. Migration de 20 |xl d'extraits protéiques par puit, sur un gel de 
SDS/PAGE à 12 % d'acrylamide. 
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CHAPITRE 3 
La protéine Hsm3 est nécessaire pour l'induction de l'expression de certains gènes 
La protéine Hsm3 était déjà connue dans la littérature comme étant impliquée dans la 
réparation de l'ADN, ainsi qu'en tant que chaperonne pour l'assemblage de la sous-unité 19S 
du protéasome. Dans notre laboratoire, nous avons également pu détecter son interaction avec 
la chromatine, mais son implication en transcription génique n'avait pas encore été étudiée. 
Les travaux rapportés dans le manuscrit suivant (Guérin, V. et Gaudreau, L. The yeast Hsm3 
protein is required for gene expression) ont été réalisés dans le but de caractériser le rôle de 
Hsm3 en transcription génique. Ce manuscrit sera soumis pour publication à la revue Yeast. 
À l'aide d'essais de croissance, nous avons démontré la nécessité de Hsm3 pour l'induction de 
l'expression des gènes INOl, GALÎ, GAL10 et SUC2. Curieusement, cette nécessité dépendait 
des conditions de culture utilisées. De plus, l'inactivation du protéasome n'a pas entraîné les 
mêmes effets sur l'induction de l'expression de INOl que la suppression de la protéine Hsm3, 
ce qui ne nous a pas permis de confirmer si le rôle de Hsm3 en transcription est dépendant ou 
non de sa fonction en tant que chaperonne du protéasome. 
Cette étude nous a permis de mieux caractériser une protéine peu connue, Hsm3, en 
démontrant son importance au niveau du contrôle de la transcription génique. Plus 
globalement, nous avons ainsi pu accroître nos connaissances en mécanismes de transcription 
génique chez la levure Saccharomyces cerevisiae. J'ai réalisé tous les travaux requis pour 
l'écriture de ce manuscrit. Mon directeur de recherche m'a supervisé pour l'écriture de ce 
manuscrit. 
Guérin, V. et Gaudreau, L. The yeast Hsm3 protein is required for gene expression (manuscrit 
en préparation). 
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Abstract 
Hsm3 is a Saccharomyces cerevisiae protein involved in the DNA mismatch repair system, 
and which acts as a chaperone in proteasome assembly. In order to further investigate the 
cellular rôles for this protein, a yeast deletion mutant was examined for its ability to induce 
gene transcription in média containing différent drugs or carbon sources. We demonstrate here 
that a hsm3A yeast mutant exhibits delayed growth in growth médium supplemented with 
caffeine, and that Hsm3 has a potential rôle in transcriptional régulation of some genes in 
response to extracellular nutrients. Indeed, induction of the INOl, GAL1, GALIO and SUC2 
genes depends on Hsm3, even if that necessity appears to vary with the culture médium used. 
We also wanted to verify if the effect of Hsm3 on gene expression was due to a defect in 
proteasome assembly but, however, we find that inactivation of the proteasome does not affect 
INOl gene induction to the same extent as Hsm3. These results indicate that Hsm3 may 
possess an independent function from its proteasome chaperone rôle. Our findings suggest that 
Hsm3 is involved in régulation of gene expression and that it may be connected to certain 
pathways involved in the response to extracellular nutrients. 
45 
Introduction 
The HSM3 gene was first identified through isolation of Saccharomyces cerevisiae mutants 
with high spontaneous mutagenesis (hsm mutants) (Ivanov, et al., 1992). The hsm3 mutation 
enhances the rates of spontaneous mutation induced by 6-hydroxylaminopurine and UV light 
(Fedorova, et al., 1998). The Hsm3 protein seems to be implicated in the DNA mismatch 
repair system in slowly dividing cells (Fedorova, et al., 1998; Fedorova, et al., 2004; 
Fedorova, et al., 2000). 
More recently, Hsm3 was shown to be associated with proteasome assembly (Funakoshi, et 
al., 2009; Le Tallec, et al., 2009; Roelofs, et al., 2009; Saeki, et al., 2009). The 26S 
proteasome, the enzyme responsible for dégradation of a large fraction of intracellular proteins 
(Goldberg, 2007; Wolf and Hilt, 2004), is composed of the 20S catalytic core particle (CP), 
capped by one or two 19S regulatory particle (RP) (Glickman, et al., 1999). The 19S RP 
contains at least 19 subunits that are distributed between two subcomplexes, the lid and the 
base (Glickman, et al., 1998). Four proteins - Hsm3, Nas6, Nas2 and Rpnl4 - have been 
identified to participate as chaperone-like cofactors in the assembly of the base of the RP. 
They stabilize the base, assist its assembly and prevent incorrect subunit associations, but 
seem to be released from RP complex when the 19S lid binds to the base. They functionally 
overlap, principally Hsm3 with Nas2, and Nas6 with Rpnl4. Indeed, deletion of either factor 
alone has no obvious effect on growth or viability. However, combining the deletions of each 
pair (hsm3-nas2 or nas6-rpnl4) causes severe growth defects when cells are subjected to 
higher temperature. The quadruple mutant (hsm3-nas2-nas6-rpn!4) is even more sensitive 
than the double mutants. The synthetic growth interactions between deletions of these factors 
are also paralleled by their effects on proteasome assembly. Each of these chaperones 
specifically interacts with the C-terminal domain of a différent ATPase (Rpt) subunit, and 
assist a particular assembly step (Funakoshi, et al., 2009; Le Tallec, et al., 2009; Roelofs, et 
al., 2009; Saeki, et al., 2009). The exact sequence of events during assembly is unclear: the 
base could be completely formed before its binding to the lid and to the 20S (Funakoshi, et al., 
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2009; Kaneko, et al., 2009; Murata, et al., 2009); or the 20S particle could serve as a template 
on which three base precursor subcomplexes assemble to form the proteasome (Park, et al., 
2009; Roelofs, et al., 2009). Hsm3 interacts with Rptl, and they form a complex with Rpt2, 
Rpt5 and Rpnl termed base precursor 1 (BP1) (Funakoshi, et al., 2009; Le Tallec, et al., 2009; 
Roelofs, et al., 2009; Saeki, et al., 2009). The S5b protein, a functional homolog of Hsm3 in 
mammals, was already known to interact with a complex composed of Rptl, Rpt2 and Rpnl 
(Deveraux, et al., 1995; Gorbea, et al., 2000). Hsm3 has a central région composed largely of 
Arm/HEAT repeats, which form a-helical solenoids and help protein-protein interactions, 
probably its binding with Rptl (Funakoshi, et al., 2009; Le Tallec, et al., 2009; Roelofs, et al., 
2009; Saeki, et al., 2009). 
Even though an hsm3A mutant grows like the wild type strain under optimal conditions, we 
show in this study that it exhibited delayed growth in a médium supplemented with caffeine. 
This resuit led us to investigate for a potential novel function for this protein, besides its 
implication in DNA repair and proteasome assembly. Here we characterize the rôle of Hsm3 
in the transcriptional régulation of many genes that respond to extracellular nutrients (INOI, 
G ALI, GAL10, SUC2). However, the necessity of this protein for induction of gene expression 
seems to depend highly on culture conditions. Our results suggest that the Hsm3 protein may 
be connected to some pathways of transcription régulation. 
Materials and Methods 
Yeast strain and genetic methods 
A list of yeast strains is provided in Table 3. Deletion strains used in our study were derived 
from W303a, and were generated by homologous recombination using the PCR-directed 
method with the hsm3::kanMX6, opil::kanMX6, and ino2::kanMX6 deletion cassettes, in 
which the hsm3, opil, and ino2 open reading frame are replaced by the kanMXô (kanamycin 
and G418 résistance) marker, using the plasmid pCM367 as a template (Millar, et al., 2006; 
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Schneider, et al., 1995). Each deletion mutant strain was confirmed by PCR. MAY424 (htzlA) 
was described previously (Adam, et al., 2001). The Sc658 (sugl-20) strain was kindly 
provided by T. Kodadek (University of Texas). 
Table 3. Yeast strains used in this study. 
Strain Genotype Source 
Sc660 W303a; sugl-25 T. Kodadek (University of Texas) 
(Ferdous, et al., 2001) 
VGY023 W303a; hsm3A::kanMX This study 
VGY029 W303a; opilAv.kanMX This study 
VGY030 W303a; ino2A\:kanMX This study 
W303a MATa, ade2-l, ura3-l, his3-ll, 15 Adam et al (2001) 
trpl-1, leu2-3, 112canl-100 
Spotting assays 
Wild type and hsm3A cells were grown at 30 °C in synthetic minimal médium overnight. Cells 
were then diluted with sterile H2O at an optical density (ODÔOO) of 1.0. Four 10-fold sériai 
dilutions were then made with sterile H2O, and 3 jil of each dilution was spotted on agar plates 
containing YPD, or YPD supplemented with 6 mM caffeine. Plates were incubated at 30 °C 
for 2 days. 
Yeast média and gene induction 
Gene inductions were performed with 50 ml of yeast grown at 30 °C in YPD (1 % bacto-yeast 
extract, 2% bacto-peptone, 2% glucose, 0.14 g/1 adenine), synthetic minimal (0.7 % bacto-
yeast nitrogen base without amino acids, 0.1 % drop-out amino acids mix, 2 % glucose), or 
homemade nutrient-poor média (prepared according to Difco™ bacto-yeast nitrogen base 
recipe, with 2 % glucose), at an ODÔOO between 0.6-0.8. IN01 gene expression was induced by 
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addition of 8 mM caffeine or 200 ng/ml rapamycin to médium, or by a shift from homemade 
nutrient-poor to homemade nutrient-poor without inositol médium. For temperature-sensitive 
sugl-20 strain, cells were heat shocked first at 37 °C for 15 min and then treated with 8 mM 
caffeine at 37 °C. To induce expression of the GAL genes, 2% galactose was used instead of 
glucose, and for SUC2 gene induction, 2 % raffînose and 0.05% glucose were used instead of 
2 % glucose. Samples were collected before, and 30 and 60 min after induction. Experiments 
were performed at least 3 times for each treatment. 
mRNA analysis 
Ten ml of yeast cells were frozen in liquid nitrogen following collection. Total RNA was 
isolated with hot acidic phénol (Collart and Oliviero, 2001), treated with DNase I (Applied 
Biosystem) for 45 min, and 350 ng RNA were used with 0.5 pg of random hexamer to 
reverse-transcribe complementary DNA. cDNA was then quantifïed by quantitative 
polymerase chain reaction (Q-PCR). 2 (il (1/25) of the cDNA reaction were mixed with the 
appropriate oligonucleotides and SYBR Green I (Molecular Probes) in 20 ^1 final volume, and 
Q-PCR was performed on an Mx3000P Real-Time PCR System (Stratagene, La Jolla, 
California, United States). 
Results 
Deietion of the HSM3 gene selectively affects cell growth 
To detect potential novel functions for Hsm3, a deietion mutant was examined for its ability to 
grow on plates containing différent drugs or carbon sources. While the hsm3A mutant strain 
grows like the wild type yeast strain on majority of média tested, it appears to have a 
significant growth defect when grown in the presence of caffeine (Figure 13). Hsm3 protein 
seems to be important for optimal cell growth in culture médium supplemented with caffeine. 
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YPD YPD + 6 mM caffeine 
WT 
hsm3A 
Figure 13. The hsm3à strain exhibits distinct growth phenotypes. Ten-fold sériai dilutions 
of cells (wild type [WT] and VGY023 [femiA]) were grown overnight in YPD and 
subsequently spotted on YPD plates, or YPD supplemented with 6 mM caffeine, as indicated. 
Plates were incubated at 30 °C for 2 days. 
Hsm3 is necessary for induction of the INOl gene 
The association of Hsm3 with chromatin (data not shown), and the phenotype of the deletion 
mutant suggest that this protein performs additional functions unrelated to its rôles in DNA 
repair and as a chaperone. We thus wanted to investigate on the rôle of Hsm3 in transcription. 
We observe that Hsm3 is important for the induction of the inositol 1-phosphate synthase 
(INOl) gene under certain conditions. This gene is known to be fully activated in the absence 
of inositol and choline (Hirsch and Henry, 1986), but we noticed that it can also be induced in 
the wild type strain by the addition of caffeine to the culture médium (Figure 14A). Caffeine-
mediated INOl expression, like its induction resulting from inositol depletion (Bailis, et al., 
1987; Donahue and Henry, 1981; Greenberg, et al., 1982a; Greenberg, et al., 1982b; Loewy 
and Henry, 1984), is controlled by the Ino2 activator, as well as the Opil repressor. In the 
hsm3A strain, the level of INOl mRNA also increased with the addition of caffeine during the 
time course of the experiment, but to a lower level. This resuit suggests that Hsm3 affects 
transcript levels and that it is required for full activation of the INOl gene, but surprisingly its 
necessity seems to depend on the culture médium used. INOl induction is repressed in the 
hsm3A strain grown in rich médium (YPD) (Figure 14A), but the efFect is much less dramatic 
when yeast cells were grown in synthetic minimal médium (Figure 14B), and the induction is 
not affected when they were grown in homemade nutrient-poor médium (Figure 14C). 
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INOl expression can also be activated by the addition of rapamycin to the culture médium 
(Figure 14D), or when cells are shifted from complété médium to inositol-depleted médium 
(Figure 14E). We examined the requirement of Hsm3 in those conditions, and we found that it 
is necessary to induce INOl following the rapamycin stimulation, but not for its induction in 
response to inositol removal. 
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Figure 14. Induction of INOl expression depends on Hsm3, but its importance varies 
with growth conditions. INOl expression was measured following induction with 8 mM 
caffeine in (A) YPD médium, (B) synthetic minimal médium or (C) homemade nutrient-poor 
médium. Inductions (D) with 200 ng/ml rapamycin in YPD médium, or (E) after a shift from 
complété médium to inositol-depleted médium, have also been executed. Results were 
normalized to the ACT1 expression and are shown as the fold increases to that at time 0. The 
following strains were used: wild type (WT), VGY023 (hsm3A), VGY030 (ino2A), and 
VGY029 (opilA). 
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Rôle of Hsm3 in GAL1, GAL10, and SUC2 genes expression 
Considering that there is a rôle for Hsm3 in the control of IN01 gene transcription, we wanted 
to investigate other genes whose expression could depend on that protein. We show that Hsm3 
is also important for the induction of GAL1 and GALIO gene expression, but once again only 
under certain growth conditions. An increase of GAL gene expression is observed after a shift 
to YP médium containing galactose (De Robichon-Szulmajster, 1958), in the hsm3A mutant as 
in the wild type strain, when cells are pregrown in YPD (Figure 15A) or in YP containing 
glycerol (Figure 15B). However, the hsm3A mutant exhibits defects in induction of these 
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Figure 15. Induction of G ALI, GAL10 and SUC2 gene expression depends on Hsm3, but 
its importance varies with growth conditions. GAL1 and GAL10 expression was measured 
following induction with 2 % galactose in wild type (WT) and VGY023 (hsm3A) cells 
pregrown in (A) YPD médium, (B) YP containing 3 % glycerol or (C) YP containing 2 % 
raffînose. (D) SUC2 expression was measured following a shift from YPD médium to YP 
containing 2 % raffînose and 0.05 % glucose. Results were normalized to the ACT1 expression 
and are shown as the fold increase to that at time 0. 
The results obtained at the G AL genes appear to be consistent with HSM3 necessity for SUC2 
induction, an invertase-encoding gene which catalyzes the hydrolysis of both sucrose and 
raffînose (Gascon, et al., 1968). After a shift from glucose to raffînose (containing low 
glucose) médium, the hsm3A mutant strain does not achieve wild type expression levels of 
SUC2 (Figure 15D). 
Transcription of several other genes (PDH1, PUT1, MLS1, DAL5, FAS1, ITR1, OLE1, IN02, 
IN04, OPIl, SNA3, GALll, GLNl, GDHl, GAPl) has also been verified for their Hsm3 
dependence, but their induction has led to similar expression levels in the wild type and the 
hsm3A mutant strains. 
Inactivation of the proteasome does not affect INOl gene induction to the same extent as 
hsm3A 
Taking into considération that Hsm3 is involved in proteasome assembly (Le Tallec, et al., 
2009), and that the proteasome is required for full INOl induction (Lipford, et al., 2005), we 
suspected that the effect of hsm3A observed on gene expression was due to a defect in 
proteasome assembly. We employed a yeast strain encoding a sugl température sensitive 
allele (sugl-20 (Ferdous, et al., 2001)) to test if this mutant displays phenotypes similar to the 
hsm3A strain. Sugl is one of six ATPases of the 19S regulatory particle of the proteasome and 
is involved in its function (Glickman, et al., 1999; Rubin, et al., 1998). As expected, heat 
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treatment of the Sugl temperature sensitive strain decreases INOl induction in complété 
médium (Figure 16A). However, contrary to the hsm3A strain, INOl induction is in this case 
























Figure 16. Induction of INOl gene expression depends on the proteasome, but its 
importance varies with growth conditions. INOl expression was measured following 
induction with 8 mM caffeine in sugl-20 cells pregrown at 30 °C or 37 °C, in (A) YPD 
médium or (B) homemade nutrient-poor médium. Results were normalized to the ACT1 
expression and are shown as the fold-increase compared to that at time 0. 
Discussion 
The objectives of this study were to explore new fonctions for the Hsm3 protein and to 
characterize them. In this report we have shown that a S. cerevisiae strain deleted for the 
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HSM3 gene has a significant growth defect in culture médium supplemented with caffeine, 
suggesting that the Hsm3 protein is important for cell growth in the presence of that drug. We 
have also found that this protein is necessary for induction of INOl, GAL1, GALIO and SUC2 
gene expression, although that necessity seems to depend on growth conditions. We verifïed 
the expression of some other genes in hsm3â strain (PDH1, PUT1, MLS1, DAL5, FAS1, ITR1, 
OLE, IN02, IN04, OPll, SNA3, GAL11, GLN1, GDH1, GAP1), but none of them seems to be 
affected by Hsm3 absence. 
Previous reports have shown that Hsm3 is a 19S regulatory particle chaperone (Funakoshi, et 
al., 2009; Le Tallec, et al., 2009; Roelofs, et al., 2009; Saeki, et al., 2009), and many studies 
indicate that ubiquitine-proteasome system is involved in transcription control (for a review, 
see (Collins and Tansey, 2006)). Therefore, it appears likely that the transcriptional defect 
observed in the hsm3A strain is similarly due to a defect in proteasome assembly. To verify 
that hypothesis, we have compared effects of proteasome inactivation or Hsm3 suppression on 
gene expression. Contrary to what we expected, those two strains (suglts and hsm3A) do not 
show the same effect on gene induction, indicating that Hsm3 may possess an independent 
function from its proteasome chaperone rôle. On the other hand, différences observed may 
resuit from a higher proteasome requirement in rich médium than in nutrient-poor médium, in 
which cells have a lower rate of cell division and a less active metabolism. Even if the 
proteasome was still essential in these conditions, a slight delay in its assembly could not 
necessarily conduce to a significant transcription réduction. In that case, transcriptional 
repression observed in the hsm3A strain could result from a proteasome assembly deficiency. 
Future experiments should allow us to confirm if Hsm3 rôle in gene transcription depends or 
not on proteasome. 
It was previously shown that Hsm3 is involved in DNA mismatch repair pathway only in 
slowly dividing cells (Fedorova, et al., 1998; Fedorova, et al., 2004; Fedorova, et al., 2000) 
and we have shown above that Hsm3 is essential for expression of some genes induced by 
différent carbon sources, but only in particular média. These results suggest that Hsm3 protein 
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may be connected to some pathways of response to extracellular nutrients, like the target of 
rapamycin (TOR) pathway. In response to nitrogen sources or amino acids, TOR pathway 
regulates both transcription and translation (Lorberg and Hall, 2004; Raught, et al., 2001). 
Addition of rapamycin to growth média mimics nutrient starvation and inhibits TOR kinases 
(Cafferkey, et al., 1993; Cardenas and Heitman, 1995; Heitman, et al., 1991; Helliwell, et al., 
1994; Kunz, et al., 1993; Zheng, et al., 1995), inducing profound changes in gene transcription 
(Beck and Hall, 1999; Cardenas, et al., 1999; Hardwick, et al., 1999; Powers and Walter, 
1999; Zaragoza, et al., 1998). We have shown that addition of rapamycin does not induce 
IN01 gene expression at the same level in the hsm3A strain than in the wild type strain, 
indicating a potential implication of the Hsm3 protein in the TOR pathway. However, genes 
normally induced by TOR pathway inhibition that we have tested (GDH1, GAP1, GLN1) do 
not seem to be affected by Hsm3 deletion. These results suggest that Hsm3 participâtes in the 
downstream response to the TOR inhibition pathway for the activation of a subset of spécifié 
genes, like INOl. 
These results clearly place Hsm3 as a new player in transcription régulation of gene 
expression in yeast. It would be interesting to check if these new Hsm3 properties can be 
extrapolated to mammalian proteasome subunit S5b, a functional homolog of the protein 
Hsm3 (Deveraux, et al., 1995; Le Tallec, et al., 2009; Roelofs, et al., 2009). Further studies on 
that protein, which is conserved throughout évolution, could provide a better understanding of 
mechanisms of transcription régulation in response to extracellular nutrients, and of 
proteasome rôle in that régulation. 
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Dans le but de mieux comprendre les fonctions et les mécanismes moléculaires associés au 
variant d'histone H2A.Z, et par conséquent, le processus de régulation de la transcription, 
ainsi que les anomalies lui étant reliées, mon projet avait pour objectif d'identifier et de 
caractériser de nouveaux partenaires protéiques de H2A.Z lorsqu'il est incorporé à la 
chromatine, en commun ou non avec l'histone canonique H2A, chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae. 
Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé et optimisé une méthode de purification et 
d'identification de complexes associés à la chromatine décrite dans un article de Tardiff et al. 
(2007). Cette méthode a été sélectionnée puisque l'objectif des auteurs était semblable au 
nôtre, soit la purification d'un complexe protéique associé à la chromatine chez 
Saccharomyces cerevisiae. De plus, la double étiquette utilisée dans ce protocole, l'étiquette 
HBH, permet d'exécuter deux étapes de purification plutôt qu'une, nous assurant une 
meilleure purification de nos complexes. Nous avons ainsi pu identifier de nouveaux 
partenaires protéiques de H2A.Z, certains en commun avec H2A, d'autres non. Les protéines 
Tdh3, Sam2, Hsm3, Nmtl, Yju3 et TyB ont été identifiées par cette méthode comme 
partenaires protéiques uniques à H2A.Z, alors que H2B, H2A, Smc6 et Gfd2 sont celles ayant 
été repêchées tant avec H2A.Z qu'avec H2A. 
Bien que ce protocole convienne bien à nos objectifs et nos conditions expérimentales, son 
principal aspect négatif a été la trop petite quantité de partenaires protéiques ayant pu être 
identifiés de cette façon. Plusieurs interactions déjà connues de H2A et H2A.Z, comme les 
histones H3 et H4, ou des sous-unités du complexe SWR1 en ce qui concerne H2A.Z 
(Mizuguchi et al., 2004; Wu et al., 2005), n'ont pas été détectées. Cela pourrait s'expliquer par 
un manque d'efficacité de l'étape de pontage au formaldéhyde, puisque certaines interactions 
sur des gènes n'étant pas orientés correctement pour un pontage covalent peuvent ne pas rester 
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liées au cours de la purification (Hall and Struhl, 2002). Nos étapes de rinçage de billes étant 
aussi très stringentes, pour assurer une meilleure pureté, elles ont peut-être fait décrocher 
certaines protéines possédant une plus faible association avec nos complexes. Finalement, si 
des partenaires protéiques de H2A ou H2A.Z n'étaient présents qu'en faible quantité dans nos 
échantillons, ou seulement selon certaines conditions de culture cellulaire, il se peut qu'ils 
n'aient pu être détectés par la spectrométrie de masse. 
D'un autre côté, les protocoles sans pontage au formaldéhyde ou sans spectrométrie de masse 
ne permettent pas non plus d'identifier toutes les interactions protéiques existantes (Tardiff et 
al., 2007). La méthode que nous avons privilégiée a donc été un bon choix, puisqu'elle permet 
de purifier des complexes présents de façon in vivo, dans la chromatine, et ce, avec une grande 
pureté. De plus, l'étape de digestion à la MNase permet d'obtenir une majorité de 
mononucléosomes, empêchant ainsi une contamination croisée, et l'étape de sonication permet 
de solubiliser tous les complexes protéiques, même s'ils sont très insolubles. Ce protocole n'a 
par contre pas suffit à détecter toutes les interactions protéiques de nos histones, et il pourrait 
donc dans le futur être compensé par un autre type de purification ne nécessitant pas 
l'utilisation du formaldéhyde, comme par exemple une immunoprécipitation modifiée de la 
chromatine (mCHIP) (Lambert et al., 2009). 
Parmi les partenaires protéiques identifiés à l'aide de cette méthode, celle étant essentielle 
pour la survie des cellules (Nmtl) (Duronio et al., 1989), celle possédant des homologues 
(Tdh3, avec Tdhl et Tdh2) (McAlister and Holland, 1985a, b), celles n'ayant que très peu de 
potentiel d'interaction avec la régulation de la transcription génique (Yju3, TyB), et les 
histones (H2A et H2B) ont été mises de côté. Les gènes codants pour les protéines restantes 
ont été interrompus dans une souche de type de sauvage (W303a) et la souche htzlA 
(MAY424), exception faite du gène SMC6 dans la souche W303a, la transformation n'ayant 
jamais fonctionnée. Nous avons ensuite vérifié les phénotypes découlant d'une suppression de 
ces protéines (Hsm3, Gfd2 et Sam2) à l'aide d'essais de croissance sur différents milieux. Le 
phénotype nous ayant semblé le plus intéressant est le retard de croissance du mutant hsm3A 
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sur un milieu contenant de la caféine. En effet, notre objectif premier était de trouver de 
nouveaux mécanismes moléculaires reliés à H2A.Z, et une liste des gènes dont l'expression 
est affectée par l'absence de H2A.Z en présence de caféine nous était déjà disponible. De plus, 
un lien entre les fonctions de Hsm3 et de H2A.Z semblait plausible, puisque Hsm3 (Fedorova 
et al., 1998; Fedorova et al., 2004; Fedorova et al., 2000), tout comme H2A.Z (Krogan et al., 
2004a; Mizuguchi et al., 2004), était déjà connu comme ayant un rôle en réparation de l'ADN. 
Ces raisons nous ont donc poussés à tenter de mieux caractériser cette protéine. 
Ainsi, même si, avec notre première méthode, nous n'avions détecté l'interaction de Hsm3 
qu'avec l'histone H2A.Z, nous avons par la suite pu confirmer l'interaction de Hsm3 tant avec 
H2A que H2A.Z sur la chromatine. Sa liaison avec H2A n'avait probablement pas été révélée 
au départ à cause de la trop faible quantité de Hsm3 par rapport à l'ensemble des protéines 
présentes dans notre échantillon. En effet, seulement 2 1 de culture cellulaire de notre souche 
exprimant H2A-HBH ont été suffisants pour obtenir assez de protéines à analyser par 
spectrométrie de masse, par rapport à 8 1 pour notre souche exprimant H2A.Z-HBH. Par 
ailleurs, ces résultats nous ont suggéré qùe Hsm3 possède probablement une fonction 
indépendante de celles qui lui étaient déjà associées en réparation et en tant que chaperonne du 
protéasome. Nous avons par la suite démontré sa nécessité pour l'induction de l'expression de 
certains gènes de réponse aux nutriments extracellulaires (INOl, GAL1, GAL10, SUC2). Cette 
nécessité semble par contre varier fortement en fonction des conditions de culture utilisées. 
La protéine Hsm3 étant connue comme chaperonne du protéasome (Funakoshi et al., 2009; Le 
Tallec et al., 2009; Roelofs et al., 2009; Saeki et al., 2009), et le protéasome comme étant 
impliqué dans le contrôle de la transcription génique (Collins and Tansey, 2006), nous avons 
soupçonné que les phénotypes observés chez le mutant hsm3A étaient seulement causés par un 
défaut dans l'assemblage du protéasome. Nous avons donc comparé les effets de l'inactivation 
du protéasome à une suppression de notre protéine sur l'expression des gènes. Contrairement à 
nos attentes, nous avons constaté que ces effets diffèrent, c'est-à-dire que le protéasome est 
essentiel tant en milieu riche qu'en milieu pauvre, contrairement à Hsm3, qui ne semble 
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nécessaire qu'en milieu riche. D semble donc que l'importance de Hsm3 en transcription ne 
soit pas nécessairement due à un défaut dans l'assemblage du protéasome, mais plutôt à un 
rôle indépendant du protéasome. D'un autre côté, cette différence pourrait simplement 
découler de la plus grande demande du protéasome en milieu riche, dans lequel on retrouve 
beaucoup plus de divisions cellulaires, et de métabolismes plus actifs, que dans un milieu 
pauvre. Dans ce milieu, l'absence d'une chaperonne entraînerait davantage de conséquences, 
et les phénotypes observés proviendraient bien d'un simple retard dans la formation du 
protéasome. Pour vérifier cette dernière théorie, il serait pertinent de construire une souche 
hsm3AsuglA, et d'observer si les effets de ces deux mutations sur l'expression des gènes 
s'accumulent ou non. 
Dans le but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels Hsm3 affecte la 
transcription génique, nous avons tenté d'immunoprécipter cette protéine à l'un des gènes dont 
l'expression est dépendante de Hsm3 (INOl, GAL1, GAL10) ou à un gène codant pour un 
activateur ou un répresseur de INOl (IN02, IN04, OPI1), mais sans succès. Nous n'avons 
donc pas pu confirmer si cette protéine est bien localisée aux gènes qu'elle régule. Nous avons 
aussi étudié l'expression de gènes dépendants de H2A.Z en présence de caféine (PDH1, 
PUT1, MLS1, DAL5), de gènes activés par Ino2, l'activateur de INOl (FAS1, ITR1, OLE1), de 
gènes codants pour un activateur ou un répresseur de INOl {IN02, IN04, OPI1), d'un gène 
situé près de INOl sur le chromosome X (SNA3), d'un gène codant pour un activateur de 
G ALI et GAL10 (GAL11), ainsi que de gènes qui, comme INOl, servent de cible à la voie 
TOR (target of rapamycin pathway) (GLN1, GDH1, GAPl), mais aucun effet particulier n'a 
pu être observé en absence de Hsm3. Un lien entre notre protéine d'intérêt et la voie TOR, une 
voie de réponse aux nutriments extracellulaires (Arsham and Neufeld, 2006; Ramanathan and 
Schreiber, 2007; Rohde et al., 2001), a en effet été considéré, puisqu'il a été démontré par le 
passé que l'ajout de rapamycine à un milieu de culture inhibe la voie TOR, ce qui entraîne une 
inhibition de la transcription de INOl (Shirra et al., 2005). De plus, la caféine entraîne un effet 
semblable à celui de la rapamycine, en inhibant la kinase Torl de la voie TOR (Kuranda et al., 
2006). C'est pourquoi nous avons tenté de vérifier si les effets sur la transcription observés 
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chez un mutant hsm3â en présence de caféine pouvaient posséder un lien avec la voie TOR, 
mais encore une fois, nous n'avons pas pu le démontrer. 
Dans un autre ordre d'idée, il a été démontré que certains gènes, dont IN01 et GAL1, en 
colocalisation avec H2A.Z, sont recrutés à la périphérie du noyau lors de l'activation de leur 
transcription pour assurer une « mémoire transcriptionnelle », c'est-à-dire une réactivation 
rapide de leur transcription (Brickner et al., 2007; Light et al., 2010). Ce mécanisme étant peu 
connu, et Hsm3 ayant été repêché avec H2A.Z et possédant un rôle sur le contrôle de 
l'expression des gènes IN01 et GAL1, il pourrait être intéressant de vérifier si Hsm3 interagit 
avec ce mécanisme de mémoire transcriptionnelle. 
Comme future expérience, il serait aussi pertinent de vérifier si ces propriétés nouvellement 
étudiées de Hsm3 peuvent être transposées à la protéine S5b, l'homologue de Hsm3 dans les 
cellules de mammifère. Tout comme Hsm3, S5b possède des répétitions Arm/HEAT et est 
connu comme chaperonne du protéasome (Deveraux et al., 1995; Gorbea et al., 2000; Le 
Tallec et al., 2009), mais possède peut-être d'autres fonctions inconnues jusqu'à maintenant. 
Finalement, bien que le nouveau rôle de Hsm3 en transcription génique nous ait intéressés, 
nous n'avons pas pu découvrir de nouveaux mécanismes moléculaires associés à H2A.Z, ce 
qui était notre but premier. Tenter de caractériser davantage les autres protéines identifiées 
comme partenaires de H2A.Z par la spectrométrie de masse pourrait donc nous apporter de 
nouvelles connaissances sur les voies par lesquelles cette histone fonctionne. Une analyse des 
gènes dont l'expression est affectée par la suppression de chacun de ces partenaires protéiques 
pourrait être faite. Puisque la protéine Nmtl est essentielle à la survie des cellules, une 
interruption de gène traditionnelle ne pourrait être effectuée, mais l'utilisation du système tet-
off pourrait être préviligiée (Gossen and Bujard, 1992). Aucun lien n'a été fait jusqu'à présent 
entre H2A.Z et ces différents partenaires protéiques, mais en ce concerne la protéine Smc6, 
puisqu'elle possède un rôle en réparation de l'ADN (Bermudez-Lopez et al., 2010; Onoda et 
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al., 2004; Zhao and Blobel, 2005), tout comme H2A.Z, il pourrait exister une interaction entre 




En conclusion, mes travaux de maîtrise nous ont permis de mieux caractériser une protéine 
peu connue, Hsm3, chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Nous avons pu détecter son 
interaction avec la chromatine à l'aide d'une technique de purification par affinité en tandem 
de complexes associés à H2A et H2A.Z. De plus, cette protéine, déjà connue pour son 
implication dans la réparation de l'ADN et l'assemblage du protéasome, s'est vue attribuer un 
nouveau rôle en transcription génique, puisque le retrait de Hsm3 des cellules entraîne un 
retard dans l'induction de l'expression de certains gènes. H faudrait maintenant tenter de 
mieux comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels elle fonctionne, et identifier les 
autres joueurs protéiques en faisant partie. En résumé, ce projet nous a permis d'accroître nos 
connaissances générales en mécanismes de transcription génique chez la levure. 
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